T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
ROMATOLOJi BiLIM DALI

BLEOMISIN iLE OLUSTURULMUS DENEYSEL SKLERODERMA
MODELINDE PROTEAZOM IiNHiBiSYONUNUN TEDAVIi EDiCi ROLU

ROMATOLOJi YAN DAL UZMANLIK TEZi
Dr. Siileyman Serdar KOCA

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Ahmet ISIK

ELAZIG
2010



DEKANLIK ONAYI

Prof. Dr. Irfan ORHAN
DEKAN

Bu tez yan dal Uzmanlik Tezi Standartlari’na uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Emir DONDER
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dah Baskam

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden uzmanlhk yan dal

Uzmanlik Tezi olarak kabul edildi.

Tez Danismani

Prof. Dr. Ahmet ISIK

Uzmanhk Smaw Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Emir DONDER

Prof. Dr. Ahmet ISIK

Prof. Dr. Eftal YUCEL

Prof. Dr. Fahrettin OKSEL

Prof. Dr. Hiiseyin CELIKER



Bu yan dal tezi Firat Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (FUBAP)

Koordinasyon Birimi tarafindan 1662 numarali proje ile desteklenmistir.

11



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim doneminde egitimime katkilar1 nedeniyle, tiim I¢

Hastaliklar1t AD ve Romatoloji BD 6gretim iiyelerine tesekkiir ederim.

iv



OZET

Skleroderma, yaygin fibrozla karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir.
Bir proteozom inhibitorii olan bortezomib kollajen iiretimini azaltarak, yikimim
artirarak anti-fibrotik etkilere sahiptir. Deneysel ¢alismalarda bobrek ve kalpte fibroz
gelisimini Onledigi gosterilmistir. Bu calismanin amaci, bleomisin (BLM) ile
uyarilan deneysel skleroderma modelinin erken ve ge¢ evrelerinde, bortezomib
tedavisinin dermal fibrozun 6nlenmesi ve tedavisindeki etkinliginin arastirilmasidir.

Bu calismaya 6 grup (her grupta n=10) Balb/c fare alindi. A ve D grubu
farelere, subkutan 100 pl fosfat ile tamponlanmis salin (FTS); B, C, E ve F grubu
farelere subkutan 100 pg/giin BLM (100 pl FTS i¢inde ¢oziindiiriilmiis) uygulandi.
BLM uygulamalarina ek olarak, C grubu farelere ilk 3 hafta, F grubu farelere son 3
hafta, intraperitoneal 1.6 mg/kg dozunda bortezomib haftada iki kez uygulandi.

A, B ve C grubu fareler 3. hafta; D, E ve F grubu fareler 6. hafta sonunda
sakrifiye edildi ve yapilacak analizler i¢in kan ve doku 6rnekleri alind1. IL-4 ve TGF-
B1 serum diizeyleri, deri dokusu tip I kollajen, niikleer faktor-xB (Nf-kB), Nf-xB
inhibitor (I-xB) ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)1 protein diizeyleri, dermal kalinlik,
dermal alandaki inflamatuar hiicre sayilar ve a-diiz kas aktin pozitif (a-SMA+)
hiicre sayilar1 belirlendi.

Fibrozun erken evresinde ciltte inflamatuar hiicre infiltrasyonu varken,
yerlesmis fibroz evresinde ise inflamatuar hiicre infiltrasyonu yoktu ancak, heriki
donemde de Nf-xB ve JNKI1 ekspresyonlar1 yiiksekti. Nf-kB ve JNKI1
ekspresyonlarin1  baskilayan bortezomib erken evrede dermal kalinlik, dermal
inflamatuar hiicre sayis1 ve a-SMA+ hiicre sayisim1 azaltirken, yerlesmis fibroz
evresinde bu parametreleri etkilemedi.

Sonug olarak, BLM ile uyarilan skleroderma modelinde bortezomib, erken
evrede anti-inflamatuar etkileri ile fibroz gelisimini 6nlemekte, yerlesmis fibroz

tedavisinde ise etkili olmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Skleroderma, Proteazom, Bortezomib



ABSTRACT

THE THERAPEUTIC ROLE OF PROTEASOME INHIBITION IN
BLEOMYCIN INDUCED EXPERIMENTAL SCLERODERMA

Scleroderma is a chronic inflammatory disease characterized by widespread
fibrosis. Bortezomib, a proteasome inhibitor, has anti-fibrotic properties by reducing
collagen production and favoring collagen degradation, and attenuates
experimentally induced renal and cardiac fibrosis. The aim of this study was to
evaluate the preventive effects of bortezomib on early and later stages of bleomycin
(BLM)-induced experimental scleroderma model.

This study involved six groups Balb/c mice (n=10 in each group). Group A and
D were only received subcutaneously 100 pl phosphate-buffered saline (PBS), whereas
group B, C, E and F mice were subcutaneously administered 100 pg/day BLM
(dissolved in 100 pl PBS). In addition to BLM, group C mice were intraperitoneally
administered 1.6 mg/kg bortezomib twice a week for the first three weeks, while group
F mice were received same dose of bortezomib for the second three weeks.

Groups A, B and C mice, at the end of the third week, and group D, E and F
mice, at the end of sixth week, were sacrificed and blood and tissue samples were then
obtained for further analysis. IL-4, and TGF-B1 serum levels, type I collagen, nuclear
factor-kB (Nf-kB), inhibitor of Nf-kB (I-kB) and c-Jun N-terminal kinase (JNK)I
protein levels of skin tissues, dermal thicknesses, the numbers of inflammatory cells on
dermal layer and a-smooth muscle actin-positive (a-SMA+) cells were determined.

In early stage of fibrosis, inflammatory cell infiltrations of the skin are
prominent, while this inflammatory status is decreased in the later stage of fibrosis.
However, the expressions of Nf-kB and JNKI1 were higher in the both stages.
Bortezomib which downregulated the expressions of Nf-kB and JNK1 decreased dermal
thickness, dermal inflammatory cell counts and a-SMA+ cell counts in early stage,
although it had no effects on the late stage of fibrosis.

In conclusion, in BLM-induced dermal fibrosis, bortezomib has anti-fibrotic
effect in early stage of fibrosis which may be related with its anti-inflammatory effects,

although it is not effective on the established fibrosis.

Key Words: Scleroderma, Proteasome, Bortezomib
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1. GIRIS

Skleroderma (sistemik skleroz; SSc), deri ve i¢ organlarin yaygin fibrozu ile
karakterize, kronik inflamatuar bir hastaliktir (1-3). Hastaligin patogenezi net olarak
bilinmemektedir. Ancak, immiin aktivasyon ve vaskiilopati patogenezde 6nemli roller
almaktadir (1-3). Skleroderma hastalarinin deri biyopsilerinde T lenfositler, mast
hiicreleri ve makrofajlar basta olmak iizere inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptanmistir
(4). Ek olarak, skleroderma hastalarinda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin
(IL)-2, TIL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerinin yiikseldigi ve deri tutulumunun
siddeti ile korele oldugu gosterilmistir (5).

Niikleer faktor-kB (Nf-xB) adezyon molekiilleri, biiylime faktorleri ve bazi
sitokinlerin salinimini artirir ve anti-apoptotik etki gosterir (6). Nf-kB aktivasyonu,
niikleer faktor-xkB inhibitor (I-xB) tarafindan kontrol edilmektedir (6) ve I-xB
degradasyonuna yol agan proteazom, Nf-kB’nin aktivasyonunu artirmaktadir (6, 7). Bir
proteazom inhibitorii olan bortezomib, Nf-kB aktivasyonunu suprese ederek anti-
inflamatuar etkiler gostermektedir (6, 7).

Ekstraseliiler matriks (ESM) elamanlarinin yapimi ve yikimi dinamik bir denge
halinde olup, bu dengenin yapim lehine bozulmasi fibrogenez (yapim/fibroz) ile
sonu¢lanmaktadir (8, 9). ESM degradasyonu matriks metalloproteinaz (MMP)’lar ile
saglanmaktayken, doku MMP inhibitorii (tissue inhibitor of metalloproteinases [TIMP])
bu dengeyi fibrogenez lehine kaydirmaktadir (8, 9). insan dermal fibroblast hiicre
kiiltiiriinde, bortezomibin kollejen sentezini ve TIMP-1 diizeyini azalttigi, MMP-1
diizeyini artirdig1 gosterilmistir (10). Bortezomibin, farelerde safra yolu ligasyonu ile
olusturulan deneysel karaciger hasar1 modelinde, hepatik fibrogenezi baskiladig1 ortaya
konulmus ve bu durum karaciger fibrozunda 6nemli rolii olan hepatik stellat hiicrelerin
artmis apoptozu ile iliskilendirilmistir (11). Ek olarak, in vivo proteazom inhibisyonunun
kalp (12) ve bobrekte (13) olusturulan fibrozu 6nledigi saptanmaistir.

Giiniimiizde, skleroderma patogenezine iliskin tartismalar siirmektedir ve etkin
bir tedavi protokolu bulunmamaktadir. Skleroderma, nadir goriilen bir hastaliktir ve

hastalar romatoloji polikliniklerine hastaligin degisik evrelerinde bagvurmaktadirlar. Bu
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nedenle, yeterli sayida ve homojen bir hasta populasyonu saglanamamakta ve bu durum
skleroderma calismalar1 acisindan deneysel hayvan modellerini 6nemli kilmaktadir.
Giiniimiize kadar bircok deneysel skleroderma modeli tanimlanmistir. Bu modellerden,
olusturulmasinin kolaylig1 ve insandakine benzer immiinolojik ve histopatolojik
ozellikler gostermesi nedeniyle bleomisin (BLM) ile uyarilmis dermal fibroz/skleroz
modeli tercih edilmektedir.

Bu calismanin amaci, BLM ile olusturulan deneysel skleroderma modelinde, bir
proteazom inhibitorii olan bortezomibin dermal fibrozun Onlenmesi ve tedavisindeki
etkinliginin arastirilmasidir.

1.1. Genel bilgiler

Skleroderma, deri ve i¢c organlarin yaygin fibrozu ile karakterize kronik
otoimmiin inflamatuar bir hastaliktir. Sklerodermanin etiyoloji ve patogenezi tam olarak
aydinlatilamamistir ve romatizmal patolojiler arasinda tedavisinde en basarisiz olunan
bir hastaliktir. Sklerodermadaki baslica patolojiler vaskiilopati, otoimmiinite,
inflamasyon ve fibrozdur (Sekil 1). Sklerodermada 6zellikle kiiciik arterler, arteriyol ve
kapillerlerin tutuldugu proliferatif, tikayici bir vaskiilopati goriilmektedir. Vaskiilopati,
endotel hiicrelerinin aktivasyonu ve yikimu ile baglar. Aktive fibroblastlardan salgilanan

kollajen, fibronektin ve glukozaminoglikanlar fibroza yol acar.

— - - — Vaskilopati

Sekil 1. Sklerodermadaki temel patolojik oOzelliklerin hastaligin zamanla degisen

fenotipine katkilar



1.1.1. Epidemiyoloji

Hastalik en sik 30-50 yaslarinda goriilmektedir ve kadin/erkek orani 8/1’dir (14).
Amerika Birlesik Devletleri’'nde erigskin populasyonda skleroderma insidans ve
prevalansi sirasiyla milyonda 19.3 ve 242 olarak bildirilmistir (15).

1.1.2. Etiyoloji

Sklerodermanin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamasina karsin, genetik ve
cevresel faktorler etiyolojiden sorumlu tutulmaktadir.

Skleroderma etiyolojisinde genetik faktorlerin rolii yogun bir sekilde
arastirtlmistir. Birinci derece yakinlarinda skleroderma bulunan bireylerde, skleroderma
gelisme olasilig1 artmaktadir. Normal populasyonda skleroderma gelisme riski % 0.026
iken, birinci derece yakinlarinda skleroderma bulunan bireylerde bu risk % 1.6 olarak
belirlenmistir (16). Ikiz calismalarinda, diisiik klinik konkordans oram1 (% 4.7)
bildirilmesine karsin, anti-niikleer antikor (ANA) konkordansi ¢ok daha yiiksek (tek
yumurta ve cift yumurta ikizlerinde sirasiyla % 90 ve % 40) bildirilmistir (17). Bu
bulgular, hastaligin olusumunda genetik faktorlerin tek basina sorumlu tutulamayacagini
gostermektedir. Transforme edici biiyiime faktorii B (TGF-B), monosit kemoatraktant
protein 1 (MCP-1), IL-1a, TNF-a, ESM proteinleri (fibronektin, fibrillin vb.), nitrik
oksit (NO), endotelin-1 ve anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) genleri arastirilmis ve
bu genlerdeki bazi polimorfizmler sklerodermaya duyarlilik ile iliskilendirilmistir (18).

Silika tozlari, vinil klorid, L-triptofan, meme silikon implantlar1 ve organik
coziiciiler skleroderma ile iliskilendirilen cevresel faktorlerdir (19). Mesleksel ugrasilar
nedeniyle vinil klorid ile karsilasan iscilerin cogunda Raynaud fenomeni (RF) ve
sklerodermaya 6zgii deri bulgular1 gozlenmektedir (20). 1980°li yillarda, ispanya’da
epidemik toksik yag sendromu ve ilerleyen yillarda Amerika Birlesik Devletleri’nde
goriilen L-triptofan kullanimi ile iliskilendirilen eozinofili-miyalji sendromunun deri
bulgulari, skleroderma ile benzerlikler gostermektedir (19). Diger bircok cevresel ve
mesleksel faktoriin skleroderma ile iliskileri arastirilmasina karsin, bu risk faktorlerinin
bircok hastada bulunmayisi nedeniyle skleroderma etiyopatogenezinden tek baslarina

sorumlu tutulamayacaklarim diisiindiirmektedir (19).
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Bakteriyel ve viral c¢esitli enfeksiyoz ajanlarin  (helikobakter pilori,
sitomegaloviriis [CMV], parvovirus B19, epstein bar virus [EBV] ve retroviruslar )
skleroderma etiyolojisinde rol alabilecegi diisiiniilmiistiir (21). Skleroderma hastalarinda
CMV spesifik antikorlarin artmig oldugu ve bu virusun deney hayvanlarinda
skleroderma vaskiilopatisine benzer vaskiiler lezyonlara yol agtig1 gosterilmistir (22, 23).
Saglikli insanlarda % 0.6 sikligini agsmayan parvovirus B19 varligi, skleroderma
hastalarinda % 4 sikliginda bulunmus (24) ve kemik iligi biyopsilerinde bu virus ¢ok
daha yiiksek siklikta (% 57) saptanmustir (25). SSc hastalarinda, helikobakter pilori
seroprevelansinin da yliksek oldugu (% 78) gosterilmistir (26). Enfeksiydz ajanlar,
molekiiler benzerlik ve/veya direkt endotelyal hiicre hasar1 yaparak, skleroderma
etiyopatogenezine katki yapiyor olabilir (21).

Skleroderma hastalarinin  kaninda ve deri lezyonlarinda, fetal orjinli
mikrokimerik hiicrelerin artmis oldugu goézlenmistir (27, 28). Skleroderma, kadinlarda
erkeklerden yaklasik 8 kat daha sik goriilmekte ve ¢ogu hastada dogurganlik ¢cagi sonrasi
baslamaktadir (14). Allojenik transplantasyonlar1 izleyen komplikasyonlardan olan
graft-versus-host hastaligit (GVHD) ile skleroderma arasinda histolojik, patogenik ve
klinik benzerlikler olmasi, skleroderma etiyopatogenezinde mikrokimerizmin rol
oynuyor olabilecegini diisiindiirmektedir (27). Ancak, saglikli bireylerde bile
mikrokimerik hiicrelerin saptanmasi, baz1 hastalarda mikrokimerik hiicrelerin olmayisi,
hastaligin baslangicindan ©nce hi¢c gebeligi olmayan kadin hastalarin varligi ve
erkeklerde de hastaligin goriilmesi, mikrokimerizmin SSc etiyopatogenezindeki rolii
acisindan soru isaretleri tasimaktadir (27).

1.1.3. Patogenez

Immiin aktivasyon ve vaskiilopati (endotelyal hiperaktivasyon) sonucu
fibroblastik aktivasyon ve ESM yapiminda artis ve ESM degradasyonunda azalma,
skleroderma patogenezinin temel Ozellikleri oldugu bilinmesine karsin (1-3, 29),
sklerodermanin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir.

Patogenezin endotelyal hiicre hasar1 ve immiin aktivasyon boliimii i¢in, genetik

ve cevresel faktorler ve mikrokimerizm tetikleyici risk faktorleri olarak gosterilmektedir
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(Sekil 2) (29).

Vaskiilopati ile iligskili RF ve kapilleroskopik anormallikler, sklerodermanin
onciil bulgularindandir ve preklinik donemde bile saptanabilmektedir. Bu durum,
vaskiilopatinin skleroderma patogenezindeki énemini ortaya koymaktadir. Vaskiilopati,
endotelyal hasar sonucu, inflamatuar hiicrelerin adezyonuna ve migrasyonuna neden
olmaktadir ve fibro-intimal proliferasyon ve epizodik vazospazmlar ile karakterizedir
(30). Bu proliferasyonun nedeni net olarak bilinmemektedir ve dokularda iskemi ile

sonuc¢lanmaktadir.

Genetik Cevresel faktérler Mikrokimerizm

N

Endotelyal hiicreler & inflamatuar hiicreler

TGF-B1 Fibroblast

PDGF

CTGF
Sekil 2. Skleroderma patogenezinde rol aldig1 diisiiniilen olasilt yolaklar (29. kaynaktan

uyarlanmistir)

AECA; anti-endotelyal hiicre antikoru, MCP-1; monosit kemoatraktan protein-1, TGF-f1; transforme
edici biiyiime faktorii-pl1, IL; interlokin, PDGF; trombosit kaynakl biiyiime faktorii, CTGF; kollojen doku

biiyiime faktérii, ESM; ekstraseliiler matriks.

Endotelyal hiicre kiiltiirlerine fibroblast biiylime faktorii-1 (31) veya TNF-a ve
IL-1B gibi proinflamatuar sitokinler eklendiginde (32), endotelyal hiicrelerin
miyofibroblastik hiicrelere doniistiigii bildirilmistir. Bir oksidan olan homosisteinin de

endotelyal-miyofibroblastik hiicre doniisiimiinii tetikledigi gosterilmistir (33).
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Immiin aktivasyon kanitlar1, vaskiilopatide oldugu gibi, deri fibrozu olusmadan
once gosterilebilmektedir (22, 34). Skleroderma hastalarinin deri lezyonlarinin
histopatolojik incelenmelerinde T lenfositler, makrofajlar, mast hiicreleri ve daha az
oranda B lenfosit infiltrasyonlar1 saptanmistir (22).

Sklerodermada IL-4, TGF-B ve IL-17 gibi T lenfosit aracili sitokinler ve T
lenfosit aktivasyon belirteglerinden olan IL-2 reseptdor ekspresyonunun arttig1
bildirilmistir. Aktive olan T lenfositler, CD154/CD40 ligand1 aracilig1 ile fibroblastlara
baglanarak dogrudan veya IL-4 ve TGF-3 gibi profibrotik sitokinler araciligi ile dolayh
olarak fibroblastik aktivasyona ve sonugta kollajen, fibronektin gibi ESM yapitaslarinin
sentezinde artisa neden olur. IL-17, endotelyal hiicrelerden interseliiler hiicre adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) gibi adezyon
molekiillerinin tiretimini artirarak, inflamatuar hiicre infiltrasyonuna katki saglamaktadir
(22, 29).

Sklerodermada hastaliga Ozgii otoantikorlarin saptanmasi, otoantikor tipi ile

hastalik fenotipleri arasindaki iligki (Tablo 1) ve hipergamaglobulinemi, B lenfositlerin

Tablo 1. Sklerodermaya 6zgii otoantikorlar ve bu otoantikorlarin skleroderma alt

gruplar ve klinik bulgular ile iliskileri

Hedef antijenler SSc alt gruplar1  Klinik bulgular ile iliskileri
Topoizomeraz-I dcSSc ILD, kalp tutulumu, renal kriz
Sentromer proteinleri  1cSSc Dijital iskemi, kalsinoz, izole PAH
U3-RNP dcSSc PAH, ILD, renal kriz, miyozit
Th/TO 1cSSc ILD, PAH

PM/Scl 1cSSc Kalsinoz, miyozit

U1-RNP MCTD PAH

RNA polimeraz I1I dcSSc Yaygin cilt tutulumu, renal kriz

RNP; riboniikleoprotein, PM/Scl; polimiyozit/skleroderma, RNA; riboniikleik asit, dcSSC; yaygin cilt
tutulumlu sistemik skleroz, IcSSc; sl cilt tutulumlu sistemik skleroz, MCTD; mikst bag dokusu
hastaligi, ILD; interstisyel akciger fibrozu, PAH; pulmoner arteryel hipertansiyon.

SSc patogenezindeki roliine isaret etmektedir. Diger taraftan, SSc’da B lenfosit
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homeostazinda degisiklik, poliklonal hiperaktivasyon, duyarli B lenfositlerde artis ve
hafiza B lenfositlerde azalma oldugu gosterilmistir (35). Ek olarak, endotelyal hasara yol
acan anti-endotelyal hiicre antikoru (AECA) B lenfositler tarafindan iiretilmektedir.
1.1.4. Klinik ozellikler
Skleroderma klinik bulgularina gore, lokalize ve sistemik skleroderma olarak iki
alt gruba ayrilir. Lokalize formlarda (Tablo 2), sistemik sklerodermadan farkli olarak
RF, yapisal vaskiiler zararlanmalar (dijital iilserler, pulmoner arteryler hipertansiyon
[PAH] vb.), otoimmun belirtegclerde olumluluk ve i¢ organ tutulumlar
bulunmamaktadir. En sik goriilen lokalize skleroderma formu olan morfea, morfolojik
paterni ve etkilenen deri dokusunun genisligine gore alt gruplara ayrilmaktadir (Tablo
2).
Tablo 2. Skleroderma grubu hastaliklarin siniflandirilmasi (2, 36)

Lokalize (36) Sistemik (2)

1. Plak morfea 1. Pre-skleroderma
a. Plak morfea 2. Smirli kutanodz sistemik skleroz
b. Guttat morfea (1e¢SSC)
c. Pasini ve Perini atrofodemas1 3. Diffiiz kutanoz skleroderma
d. Keloid morfea (dcSSO)

2. Yaygin morfea 4. Sklerodermasiz skleroderma

3. Biill6z morfea 5. Cakigsma sendromlar1

4. Derin morfea
a. Subkutanoz morfea
b. Eozinofilik fasiit
c. Morfea profunda
5. Lineer skleroderma
a. Lineer morfea
b. En coup de sabre skleroderma

Sistemik formlarda (Tablo 2), deri tutulumuna vaskiilopati, otoimmiinite kanitlari
veya i¢ organ tutulumuna iligkin klinik bulgular eslik etmektedir. Hastalardaki ilk
yakinmalar ve klinik bulgular cogu zaman nonspesifiktir. RF, halsizlik-yorgunluk ve
kas-iskelet sistemi yakinmalar1 baslica klinik bulgulardir. Bu klinik bugular haftalar-

aylar boyunca devam edebilir. ilk spesifik bulgu, el ve parmak derisindeki sislik ile
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baslayan sertlesmedir. Bu asamadan sonraki klinik seyir olduk¢a degiskendir. Klinikte
en sik karsilagilan sistemik formlar olan diffiiz cilt tutulumlu SSc (dcSSC) ve siirh cilt
tutulumlu SSc (IcSSc), temel olarak cilt tutulumu lokalizasyonu ve genisligine gore
ayrilmis olmakla birlikte, pekcok yoniiyle farkliliklar gostermektedirler. Pre-
skleroderma ve sklerodermasiz skleroderma (scleroderma cine scleroderma) nadir
karsilagilan diger sistemik klinik formlardir (Tablo 2). Pre-skleroderma, tipik deri
tutulumu olmaksizin, RF’ne SSc’a 6zgii otoantikorlarin olumlulugu veya tirnak yatagi
kapilleroskopik anormalliklerinin eslik ettigi klinik formdur. Sklerodermasiz
sklerodermada ise SSc’a 0zgii deri tutulumu bulunmaksizin, SSc’un tipik i¢ organ
tutulumlar1 gozlenmektedir.

Sinirlt cilt tutulumlu SSc’da, deri tutulumu, govde tutulumu olmaksizin,
ekstremitelerin distal kisimlarina yerlesiktir. RF, 1cSSc hastalarinin ¢ogunda, deri
tutulumundan ortalama 5-10 yil Once bagslamaktadir. 1cSSc’da, dcSSc ile
karsilastirlldiginda, i¢c organ tutulumlari daha az goriilmekte veya daha ge¢ donemde
ortaya ¢ikmaktadir. 1cSSc’un sik karsilasilan klinik bulgular kalsinoz, RF, 6zefagus
dismotilitesi, sklerodaktili ve telenjiektazi olup, bu bulgular CREST sendromu olarak
isimlendirilmistir. Ek olarak, interstisyel akciger fibrozu (ILD) olmaksizin gelisen PAH,
1cSSc’un 6nemli bir komplikasyonudur. 1cSSc’da siklikla anti-sentromer antikor
pozitifligi vardir. IcSSc’un prognozu, dcSSc’dan daha iyidir.

Cilt tulumunun ekstremitelerin proksimaline ve gdvdeye kadar ilerledigi form,
dcSSc olarak adlandirilmaktadir. 1cSSc’dan farkli olarak, dcSSc’da RF ile deri tutulumu
baslangic1 arasindaki siire daha kisadir. Bu grup hastalarda, siklikla anti-sentromer
antikor negatif, anti-scl-70 (anti-topoizomeraz-I) antikoru ise pozitiftir. decSSc’da, i¢
organ tutulumu (akciger, kalp, bobrek ve gastrointestinal sistem) daha siktir ve prognoz
daha kotiidiir. Akciger tutulumunun bir formu olan ILD, baslangigta efor dispnesi ve
non-prodiiktif oksiiriik ile kendini gosterir. Alveollerdeki inflamasyon ve fibrotik procesi
interstisyel fibroz izler ve mortalitesi yiiksektir. Kalp tutulumu en sik perikardit seklinde
olup, belirgin semptomlara neden olmayabilir. Miyokard tutulumu efor dispnesi, carpinti

ve goOgiis agrisina neden olabilir. Gastrointestinal sistem tutulumunda en sik yutma
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giicliigii, pirozis, 6zefageal reflii ve 6zefajit gozlenir. ince barsak tutulumu varliginda ise
obstriiksiyon, distansiyon, karin agrisi, ishal ve malniitrisyon belirlenir.

Sistemik skleroz, bir veya daha fazla bag dokusu hastalig ile birlikte goriilebilir
ve bu durumlar cakisma sendromu olarak adlandirilir.

1.1.5. Tedavi

Giintimiizdeki tedavi yaklagimlar1 sklerodermanin bazi bulgularini kontrol altina
aliyor olsa da, skleroderma icin uluslararasi diizeyde kabul edilmis bir tedavi protokolu
bulunmamaktadir (37). Skleroderma tedavisi, tutulan organ sistemlerine ve klinik
bulgularin agirligina gore diizenlenmelidir. Bu nedenle, tedavi planlanirken hastalarin
organ-sistem tutulumlar1 agisindan cok dikkatli degerlendirilmesi gerekmektedir.

Periferik vaskiiler sistem tutulumunda tedavi: Vaskiiler sistem tutulumu
tedavisindeki temel hedefler RF sikligim1 azaltmak, iskemik iilsere lezyonlarin
tyilesmesini hizlandirmak ve progresif tikayici damar hasarimin yavaslatilmasidir. RF
olan hastalarin soguk, stres ve sigara kullanimindan kaginmalari, sicak tutan giysiler
giymeleri ve gerekmedikce vazospastik ila¢ kullanmamalar1 gerekmektedir. RF
tedavisinde dihidropiridin grubu kalsiyum kanal blokerleri (KKB), ACE inhibitorleri ve
anjiotensin reseptor blokerleri gibi vazodilatator ilaglarin yarart kamitlanmistir. KKB, bu
amacla en sik kullanilan vazodilatatorlerdir. Ancak, yararlart sinirlidir ve palpitasyon,
hipotansiyon vb. yan etkileri bulunmaktadir. ACE inhibitorlerinin etkinligini arastiran
yeterli calisma bulunmamaktadir. Yukaridaki tedavi ajanlar1 ile yakinmalarin kontrol
altina alinamadigi veya kontrendikasyonlar nedeniyle kullanilamadigi durumlarda o
reseptor blokerleri, fosfodiesteraz tip 5 (PDE-5) inhibitorleri, fluoksetin gibi seratonin
geri alimm inhibitorleri, topikal nitrogliserin veya intravendz (iv) prostaglandin
analoglar1 kullanilabilmektedir (37, 38).

Yasam sekli degisikligi oOnerileri ve vazodilatator ilaglarin kullanimina karsin
yakinmalar1 devam eden olgularda, sempatektomi diger bir tedavi secenegidir. Siddetli
RF olan olgularda, iskemik parmak iilserleri 6nemli bir sorundur. Dijital iilserler
nedeniyle bagvuran hastalarda ve klasik tedavi yontemlerine direngli RF varliginda,

klasik tedavi yaklasimlarina ek olarak, iv iloprost kullanilabilmektedir (37, 38).
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Gastrointestinal sistem tutulumunda tedavi: Gastro-6zefageal yakinmalar
olan hastalarda, kanit diizeyi yiiksek c¢alismalar bulunmamasina karsin, karyola bas
kisminin yiikseltilmesi ve uygun diyet yaklasimlar1 (sik ve az miktarlarda yemek vb.)
gibi yasam sekli degisiklikleri ve proton pompa inhibitorleri kullanilabilir (37).
Metoklopramid ve eritromisin gibi prokinetik ilaglar, iist gastrointestinal sistem
motilitesini artirmak i¢in kullanilabilir. Bu amacla yapilmig bir ¢alismada, sisapridin
etkili oldugu ortaya konulmus (39), ilerleyen yillarda ise uzun QT sendromu ve
aritmilere yol acmasi nedeniyle sisaprid kullanimdan kaldirilmistir. Ozefagus darliklar:
icin periyodik endoskopik dilatasyonlar yapilabilir. Alt gastrointestinal sistem
semptomlart varsa ve bu durum bakteriyel cogalma ile iliskilendirilirse, kinolonlar veya
amoksisilin-klavulanik asit gibi genis spektrumlu antibiyotikler kullanilabilir (37).

Interstisyel akciger fibrozunda tedavi: SSc’da pulmoner tutulumlar1 kabaca
ILD ve PAH olarak iki gruba ayirabiliriz. ILD saptanan olgularda immiinsiipresif ilaglar
etkili olabilir (37). Bu a¢idan, randomize kontrollii ¢alismalarda degerlendirilmis olan
tek immiinsiipresif ila¢c siklofosfamiddir ve Avrupa Romatizma Birligi (EULAR)
tarafindan skleroderma hastalarinda gelisen ILD tedavisinde onerilmistir. EULAR, aktif
ILD saptanan hastalarda, siklofosfamidin oral 1-2 mg/kg/giin veya iv 600 mg/mz/ay
dozlarinda uygulanmasini, hastalik aktivitesi kontrol altina alindiktan sonra ise idame
tedavisi olarak 2.5 mg/kg/giin dozunda azatioprin kullanimini Onermistir. Ancak,
siklofosfamid 16kopeni, enfeksiyonlara yatkinlik, hemorajik sistit, alopesi ve infertilite
gibi yan etkiler yapabilmektedir. Ek olarak, siklofosfamid mesane kanseri vb. ikincil
maligniteler ile iliskilendirilmistir.

Pulmoner arteryel hipertansiyon tedavisi: Sklerodermaya ikincil PAH
tedavisinde, Oncelikle hastanin fonksiyonel durumunun belirlenmesi (Tablo 3) ve
vazoreaktivite testi yapilmasi gerekmektedir. Vazoreaktivite testinde, kisa etkili bir
vazodilatator (inhale iloprost veya NO veya iv adenozin veya epoprostenol)
uygulandiginda, kardiyak debide degisim olmaksizin, ortalama pulmoner arter
basincinda > 10 mmHg diisiis olursa test pozitif olarak yorumlanmaktadir (40).

Vazoreaktivite testi pozitif olan hastalarin oral KKB tedavisine duyarli olduklar
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gosterilmistir. Ancak, idiopatik PAH hastalarinin sadece % 13’linde bu test pozitiftir ve
bunlarin sadece yaris1t KKB tedavisinden yararlanmaktadirlar (40). Vazoreaktivite testi
negatif olan ve 3-6 ay sonunda KKB tedavisine yanit vermeyen hastalar, fonksiyonel
durumlarina gore, uygun ajanlar ile tedavi edilmelidir (Sekil 3) (41). Bu durumda
prostasiklin analoglari, endotelin reseptor antagonistleri ve PDE-5 inhibitorleri PAH

tedavisinde kullanilabilecek tedavi ajanlaridir (40). Prostasiklin analoglarindan iloprost,
Tablo 3. Diinya Saglik Orgiitii PAH fonksiyonel durum simiflandirilmasi (40)

Siniflar Tamimlar

I Fiziksel aktivitede kisitlanma bulunmayan hastalar; olagan fiziksel

aktiviteler dispne, yorgunluk, senkop veya gogiis agrisina yol agcmaz.

I Fiziksel aktivitesi hafif kisitlanan hastalar; dinlenirken sikintilart yoktur
ancak olagan fiziksel aktiviteler bile dispne, yorgunluk, presenkop veya

gogiis agrisina yol acar.

I Fiziksel aktivitesi ciddi sekilde sinirlanmis hastalar; dinlenme sirasinda
sikintilart yoktur. Ancak olagan fiziksel aktivitelerden daha diisiik eylemler

bile dispne, yorgunluk, presenkop veya gogiis agrisina yol acar.

v Hastalar, semptomlar olmaksizin herhangi bir aktiviteye katilamazlar ve sag
kalp yetmezligi bulgular vardir. Dinlenme sirasinda bile dispne ve/veya

yorgunluk gozlenebilir, herhangi bir fiziksel aktivite ile bu yakinmalar: artar.

epoprostenol ve treprostinilin egzersiz kapasitesi, dispne skoru, kardiyopulmoner
hemodinamiler ve yasam siiresine olumlu etkileri bildirilmistir. Ancak, epoprostenol
siirekli iv olarak uygulanmakta ve infiizyon paketinin devamli sogutulmasi
gerekmektedir (epoprostenoliin 1siya duyarli olmasi nedeniyle). Ek olarak, infiizyonun
kesilmesi durumunda siddetli ve ani pulmoner odem gelisebilmektedir. Ayrica, bas
agrisi, cene agrisi, bulanti-kusma ve abdominal kramplar goriilebilmektedir (40). Benzer
yan etkiler gosteren diger bir prostasiklin analogu olan treprostinil subkutan (sc) veya iv
olarak uygulanabilmekte ve sogutma islemine gereksinim yoktur (1s1ya duyarli olmamasi

nedeniyle). iv uygulamanin sc uygulamaya gore daha az yan etki olusturdugu
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gozlenmistir (40). Iloprost, klinigimizde de kullanimda olan bir prostasiklin analogu
olup, inhalasyon seklinde uygulanmasi daha az sistemik yan etki olusturmaktadir. Oral

prostasiklin analogu olan beraprosta iligskin calismalar devam etmektedir.

appel epmsf !!!_!‘-.r%_\

[f Fonksivonel simif TT: n
|| - Sildenafil || )
|l - Treprostuul {(sc 7 1v) J] L

Sekil 3. PAH tedavi algoritmast (40, 41)
PAH; pulmoner arteryel hipertansiyon, KKB; kalsiyum kanal blokerleri

Bosentan, sitaksentan ve ambrisentan, giiclii bir vazokonstriktor ve diiz kas
mitojeni olan endotelin-1’in reseptor antagonistleridir (40). Endotelin-1, etkilerini ETx
ve ETg olarak bilinen iki reseptor iizerinden gerceklestirmektedir. Ancak, ETg
reseptOriiniin rolii heniiz tartismalidir. Bosentan, her iki endotelin-1 reseptoriiniin,
sitaksentan ve ambrisentan ise spesifik olarak ETa reseptoriiniin antagonistleridir.
Bosentan, hastalarda egzersiz kapasitesi, pulmoner vaskiiler diren¢ ve pulmoner arter
basinct iizerine olumlu etkiler gostermektedir. En sik gozlenen yan etkisi
hepatotoksisitedir ve yaklasik olarak % 5-10 hastada karaciger fonksiyon testlerinde

normalin 3 kati1 veya daha fazla artisa neden olabilmektedir (40). Endotelin-1 reseptor
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antagonistlerinin etkileri yavas ortaya ciktigindan, ileri evrede ve hemodinamik olarak
stabil olmayan hastalarda ilk tercih olmamalidir (40).

Nitrik oksit, vazodilatator etkisini hiicre i¢i siklik guanozin monofosfat (cGMP)
tizeriden gostermektedir. Akciger dokusunda da yogun olarak bulunan PDE-5, cGMP’1
hizli bir sekilde inaktive etmektedir. PDE-5 inhibitorii olan sildenafil, cGMP ve boylece
NO iizerinden pulmoner vaskiiler yapilarda vazodilatator etki gostermektedir. Sildenafil
kullamiminda en sik karsilagilan yan etki bas agrisidir ve genellikle iyi tolere
edilebilmektedir (40).

Pulmoner arteryel hipertansiyona ikincil son donem sag kalp yetmezligi
gelistiginde ve kombine tedavilere karsin hastanin yakinmalar1 kontrol altina
alinamadiginda atrioseptostomi, kalp-akciger veya sadece akciger transplantasyonu
uygun seceneklerdir (37).

Renal krizde tedavi: Malign hipertansiyon ve hizli ilerleyen bobrek yetmezligi
bulgulart ile seyreden renal kriz, sklerodermanin en Onemli komplikasyonlarindan
biridir. Renal kriz, 6nemli derecede mortal olup, 1 ve 5 yillik sag kalim oranlar1 sirasiyla
% 15 ve % 10 olarak bildirilmistir (42). Yiiksek cilt skoru (modifiye Rodnan deri
kalinlik skoru > 20), eklem kontraktiirleri varligi ve kortikosteroid kullanimi renal kriz
gelisimi acisindan risk faktorleri olarak belirlenmistir (43). Renal kriz riski yiiksek olan
hastalar, kan basinc1i ve renal fonksiyonlar agisindan daha sik ve diizenli olarak
izlenmelidir (37).

Renal kriz tedavisinde ACE inhibitorleri ilk secilecek ilaglardir. Kaptopril ve
enalapril, sag kalim oranlarin1 6nemli derecede artirmis (1 ve 5 yillik sag kalim oranlari
sirastyla, tedavi grubunda % 76 ve % 66, plasebo grubunda % 15 ve % 10 olarak
belirlenmistir) ve kalici diyalize gereksinim duyan hasta sayisini azaltmistir (42). Bazi
hastalarda, tiim tedavi yaklasimlarina karsin, gegici ve/veya kalici diyaliz ve sonugta
bobrek transplantasyonu gerekebilmektedir.

Kalsinoz tedavisi: Sklerodermada % 25 siklikta karsilagilan kalsinoz,
tekrarlayan mikrotravmalara ugrayan on kol, dirsekler ve parmaklar gibi bolgelerde

gozlenmektedir ve 1cSSc formunda daha siktir. Kalsinoz, yerlestigi bolgelerde deriyi

13



hasarlayarak, iilsere lezyonlara ve ikincil enfeksiyonlara neden olmaktadir (44). Degisik
calismalarda, kalsinoz tedavisinde warfarin, minosiklin, aliminyum hidroksit, aspirin,
kolsisin, probenesid, bifosfonatlar ve diltizemin etkinlikleri arastirilmistir. Ayrica,
yiizeyel ve kiiciik kalsinozlarda karbondioksit lazer tedavisi, biiylik kalsinozlarda ise
cerrahi islemler uygulanabilmektedir. Ancak, bu tedavi yaklasimlarindan higbiri
kalsinozun 6nlenmesi ve tedavisinde standart tedavi olarak kabul edilmemektedir (44).

Cilt tutulumunun tedavisi: Giinlimiizde, yerlesmis fibroz tedavisinde
kullanilabilecek olan onay almis herhangi bir temel etkili ila¢ bulunmamaktadir (38).
Kortikosteroidler ise hastalik progresyonu iizerine etkili degildir (38). Ek olarak,
kortikosteroidler renal krizi de provake edebilmektedir. Sklerodermada azatioprin,
klorambusil ve 5-florourasil gibi immiinsiipresifler etkisiz bulunmustur (45, 46). Uzun
yillardir kullanilmakta olan D-penisilaminin ise etkisi tartismalidir (47). Metotreksat ile
yapilmis calismalarda (48, 49) kismi bir etki rapor edilmis ve bu bulgular dogrultusunda
metotreksat EULAR’mn SSc tedavi Onerilerinde yerini almistir (37). Ancak, klinik
pratikte metotreksat tedavisinin etkili olmadig1 gozlenmektedir ve kendi klinigimizce
yapilmig olan deneysel bir ¢alismada metotreksatin dermal fibroz iizerine olumlu
etkisinin olmadig1 ortaya konulmustur.

1.1.6. Proteazom inhibisyonu

Sistemik skleroz hastalariin deri biyopsilerinde T lenfositler, mast hiicreleri ve
makrofajlar basta olmak {izere inflamatuar hiicre infiltrasyonu belirlenmistir (4). Ek
olarak, SSc hastalarinda TNF-a, IL-2, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerinin
yiikseldigi ve deri tutulumunun siddeti ile korele oldugu gosterilmistir (5).

Niikleer faktor-kB adezyon molekiilleri, biiyiime faktorleri ve bazi sitokinlerin
salintmin1 artirir ve anti-apoptotik etki gosterir (6). Nf-kB aktivasyonu, I-xB tarafindan
kontrol edilmektedir (6) ve I-kB degradasyonuna yol acan proteazom, Nf-kB’nin
aktivasyonunu artirmaktadir (Sekil 4 ve 5) (6, 7). Multipl miyelom tedavisinde kullanimi
onaylanmis olan bortezomib, proteazomun ‘kimotriptik treonin proteaz’ aktivitesinin
geri doniisiimlii ve selektif giiclii bir inhibitorii olup, Nf-kB aktivasyonun suprese ederek

anti-inflamatuar etkiler gostermektedir (6, 7).
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Sekil 5. Proteazom aracili I-xB degradasyonu

Ekstraseliiler matriks elamanlarinin yapimi ve yikimi dinamik bir denge halinde

olup, bu dengenin yapim lehine bozulmas: fibrogenez ile sonuc¢lanmaktadir (8, 9).

MMP’lar ESM’i degrade eder, TIMP’lar ise MMP aktivitesini suprese eder (8, 9). insan

dermal fibroblast hiicre kiiltiiriinde, bortezomibin kollejen sentezini ve TIMP-1 diizeyini

azalttigi, MMP-1 diizeyini ise artirdig1 gosterilmistir (10). Bortezomibin, farelerde safra

yolu ligasyonu ile olusturulan deneysel karaciger hasar1t modelinde, hepatik fibrogenezi

baskiladig1 ortaya konulmus ve bu durum karaciger fibrozunda onemli rolii olan hepatik

stellat hiicrelerin artmis apoptozu ile iliskilendirilmistir (11). Ek olarak,
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proteazom inhibisyonunun karaciger (11), kalp (12) ve bobrekte (13) olusturulan fibrozu
onledigi gosterilmistir.

1.1.7. Sklerodermada deneysel hayvan modelleri

Skleroderma nadir goriilen bir hastaliktir ve kliniklerde izlenen hastalar
heterojenlik gostermektedir (2, 50). Bu nedenle, ideal bir klinik ¢alisma planlanmast ve
yapilmasi olasili degildir. Klinik ¢calismalarin yerini tam olarak alamayacagi bilinmesine
karsin, deneysel hayvan modelleri, degisik insan hastaliklarinin patogenezlerinin
anlasilmasi ve yeni tedavi protokollerinin belirlenmesinde klinisyenlere énemli ipuglar
sunabilmektedir. Literatiirde, 15 farkli skleroderma deneysel hayvan modeli
bildirilmistir (Tablo 4) (51-54).
Tablo 4. Sklerodermada deneysel hayvan modelleri

1. Spontan olarak olusan UCD-200 tavuk
Tsk1 fare

2. Uyarilma ile olusan Tsk2 fare
BLM (fare)
TGF-B ve CTGF (fare)
Vinil klorid (fare)
Civa klorid (fare)

3. Transplantasyon Sklerodermatoz GVHD (B10.D2 vs. Balb/c)
Modifiye sklerodermatoz GVHD (B10.D2 vs. RAG-/-)
Siklosporin A ile uyarilan otoimmiinite modeli (rat)

4. Genetik TPRIIAK fare
TBR1“" fare
MRL/lpryR-/- fare
RLX-/- fare
Integrin al null (knockout) fare

UCD-200; University of California at Davis line-200, Tsk; tight skin, BLM; bleomisin, TGF-p; transforme
edici biiyiime faktorii-beta, CTGF; bag dokusu biiyiime faktorii, GVHD, Graft-versus-host hastaligi, RAG-
2-/-; recombination activating gene knockout, TBRIIAk; TGF-BI tip Il reseptor kinaz defisiti, TBRI;
yapisal etkin (constitutively active) TGF-p reseptor tip 1 transgenik fare, MRL/IpryR-/-; IFN-y reseptorii
gen defisiti olan MRL/lpr tiirii fare, RLX-/-; Relaksin gen defisiti olan fare.

Deneysel calismalarda hastaliklarin patogenezinde rol alabilecek olasili cevresel

faktorler kontrol edilebilmekte, patogenik siirecte rol alabilecek olasili tiim basamaklar
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her yoniiyle test edilebilmektedir. Diger taraftan, deneysel modellerin avantajlari
yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Cogu zaman, belirli bir hastaliga 6zgii
deneysel modeli bulmak ve uygulamaya sunmak zor olmaktadir. Se¢ilecek olan deneysel
model, ilgili hastaligin 6zelliklerini, olanaklar Olciisiinde, tama yakin yansitmalidir.
Sklerodermada vaskiilopati, otoimmiinite, inflamasyon ve fibroz gelisimi
bilinmesine karsin, hastalifin patogenik yolaklar1 tam olarak aydinlatilamamistir (55).
Patogenik yolaklarin aydinlatilmast ve yeni tedavi protokollerinin belirlenmesi
acisindan, deneysel calismalarda spontan olarak olusan ya da transplantasyon, genetik
manipiilasyonlar, kimyasal maddeler veya ilaglar ile uyarilarak olusturulan c¢esitli
skleroderma hayvan modelleri kullanilmaktadir (51-54). Immiinite/otoimmiinite,
vaskiilopati ve fibroz sklerodermanin temel 6zellikleridir. ideal bir SSc deneysel hayvan
modelinden, bu komponentlerin hepsini icermesi beklense de tamimlanmis olan
modellerden hicbiri sklerodermanin tiim oOzelliklerini birlikte sergileyememektedir

(Tablo 5).

UCD-200 tavuk modeli, beklentileri bircok yonii ile karsilamaktadir. Bu model
histopatolojik bulgularin spontan olusmasi, olus siras1 ve etkilenen doku ve organlar
acisindan insan sklerodermasina oldukca benzerlik gostermektedir. Ancak, tavuklar
memeli hayvan degildir. Deneysel caligmalarda temel amag, insan skleroderma
hastaligina benzer bir model ile calismak olmalidir. Bu dogrultuda, memeli hayvanlarda
olusturulmus ve/veya olusturulacak modeller daha akilc1 goziikmektedir.

Siklosporin A ile uyarilan otoimmiinite ve UCD-200 tavuk modelleri disindaki
skleroderma deneysel hayvan modellerinin hepsi farelerde gelistirilmistir. Fare derisinin
ince olmasi, killar ile kapli olmast ve deride kil folikiillerinin sik olmas1 (56) fare
caligmalarinin dezavantajlaridir. Diger taraftan, fare ile ilgili onemli genetik bilgi
birikimi varligi, fare hayvan modellerinin bir avantajidir. Diger modeller agisindan bu
olanaksizdir. Ek olarak, fare genomu kismen insan genomu ile benzerlikler
sergilemektedir (56). Fareler hizli {iireyebilmekte, her dogumda fazla sayida

yavrulayabilmekte, ¢cabuk biiytimektedirler ve yasam siireleri kisadir. Bu nedenle, fare
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calismalarinin maliyeti daha diisiiktiir. Diger taraftan, en sik kullanilmis modeller olmasi
nedeniyle, fare modellerine iliskin bilgi birikimi oldukga fazladir.

Tablo 5. Skleroderma deneysel hayvan modelleri arasindaki farkliliklar

Deneysel modeller Vaskiilopati Otoimmiinite  inflamasyon Fibrogenez
UCD-200 tavuk + + + +
Tsk1 fare - + - +
Tsk?2 fare - + + +
BLM (fare) - + + +
Vinil klorid (fare) + - + +
Civa klorid (fare) NA + NA -
TGF-p ve CTGF (fare) NA NA - +
Sklerodermatoz GVHD (fare) - - + +
Modifiye sklerodermatoz GVHD (fare) + + + +
Siklosporin A ile uyarilan otoimmiinite - - + +
(rat)

TPRIIAk fare NA NA + +
TBR1“* fare + NA - +
MRL/lpryR-/- fare + NA + +
RLX-/- fare NA NA - +
Integrin al null (knockout) fare NA NA - +

UCD-200; University of California at Davis line-200, Tsk; tight skin, BLM; bleomisin, TGF-p; transforme
edici biiyiime faktorii-beta, CTGF; bag dokusu biiyiime faktorii, GVHD; Graft-versus-host hastalig,
TBRIIAk; TGF-BI tip II reseptor kinaz defisiti, TBRI®"; yapisal etkin (constitutively active) TGF-f
reseptor tip 1 transgenik fare, MRL/IpryR-/-; IFN-y reseptorii gen defisiti olan MRL/Ipr tiirii fare, RLX-/-;
Relaksin gen defisiti, +; var, -;yok, NA; degerlendirilmemis.

Skleroderma fare modellerinden modifiye GVHD, ideale en yakin deneysel fare
modeli olarak goziikmektedir (Tablo 5). Sklerodermay1 oldukga iyi yansitmaktadir (57).
Ancak, bu model ile yapilmis deneysel calisma sayist kisithdir. Diger fare modellerinden
Tskl ve BLM ile uyarilan skleroderma modelleri, ¢alismalarda en ¢ok kullanilmig
olanlardir. Tskl modeli, spontan fibroz gelisen, olduk¢a iyi bir modeldir. Ancak, bu
modelde, akcigerde fibroz yerine amfizematdz degisikler olusmakta, deride inflamatuar
hiicre infiltrasyonu goriilmemektedir (51, 53). Bu bulgular, Tskl modelinde olusan

fibrozun, sklerodermadan farkli bir patogenik yol izledigini diisiindiirmektedir. Daha
18



sonra gelistirilmis olan Tsk2 modeli (58), Tskl modelinin eksikliklerini kapatmis gibi
gozitkmektedir. Tsk2 modelinde, sklerodermaya benzer sekilde, dermiste fibroz ve
subkutan dokuda atrofi gelismektedir (58). Ancak, Tsk2 modelinde akciger fibrozu ve
vaskiilopati bulunmamaktadir (59).

1.1.7.1. Bleomisin ile uyarilan dermal fibroz

Bleomisin Streptomyces verticillus mantarindan izole edilen anti-timor bir
antibiyotiktir (60). Onkoloji deneyimleri, BLM’in akcigerde fibroz yapici etkisini ortaya
koymustur (61). Ilerleyen yillarda, BLM ile uyarilan deneysel akciger fibroz modelleri
gelistirilmistir (62, 63). Bu model, giiniimiizde, en iyi deneysel akciger fibroz modeli
olarak varsayilmaktadir (63).

1983 yilinda, Mountz ve ark. (64) iki hafta ara ile tekrarlanan yiiksek dozlarda
BLM uygulamalarinin ratlarda 58. haftada dermal fibroz olusturdugunu bildirmislerdir.
1999 yilinda, Yamamoto ve ark. (65) BLM ile uyarilmis skleroderma fare modelini
gelistirmislerdir. Bu modelde, arastirmacilar BLM’i fosfat ile tamponlanmis salin (FTS)
icerisinde ¢oziindiirerek, degisik dozlarda (0.1, 1, 10 ve 100 pg; tiim dozlar 100 ul FTS
icerisinde), Balb/c farelerin tiras edilmis sirt derisine, her giin, sc olarak enjekte
etmislerdir (65). Arastirmacilar, 1 pg ve daha yiiksek dozlarda, tekrarlanan BLM
uygulamalarinin 3-4. haftadan sonra skleroderma benzeri histopatolojik ve biyokimyasal
bulgulara yol actigini bildirmislerdir (65, 66). BLM uygulamalar1 sonlandirildiktan sonra
da skleroderma bulgularinin en az 6 hafta devam ettigi ve giinasir1 uygulamalarin da
benzer histopatolojik bulgular1 olusturabildigi gosterilmistir (65).

Balb/c fare tiiriine ek olarak C3H/He, C57BL/6J, A/J, DBA/2, B10.BR, B10.A ve
B10.D2 fare tiirlerinde de dermal skleroz gelistigi raporlanmistir (52). C3H/He ve B10.A
tiirlerinin, BLM’e daha duyarli ve deneysel model i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir
(52).

Sklerodermada, hastaligin erken evrelerinde dokularda inflamatuar hiicre
infiltrasyonu gozlenmekte ve ilerleyen evrelerde inflamasyon yerini belirgin fibroza
birakmaktadir. Boylece, BLM ile uyarilan dermal fibroz modeli ve diger modeller ile

yapilan caligmalardan elde edilen veriler, sklerodermanin erken donemini taklit etmekte

19



ve hastaligin ilerleyen donemleri konusunda yeterli bilgi sunamamaktadir. Akhmetshina
ve ark. (67), 6 hafta, giinasir1 50 ug BLM uygulandiginda 3. haftada fibroz gelistigini
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar (67), 6 haftalik deneyin ilk 3 haftasin1 hastalifin erken
evresi, sonraki 3 haftasini ise gec evre (yerlesmis fibroz evresi) olarak yorumlamislar,
tedavi uygulamalarini da sonraki 3 haftada yapmislardir. Bu modifikasyon, hastaligin

gec evresinde tedavi yanitinin degerlendirilmesi agisindan uygun bir yontemdir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney hayvanlari: Calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nde yapildi. Calismaya ortalama 6 hafta yasinda, 20-25 gram agirliklarinda,
60 adet Balb/c disi fare alind1 ve 6 esit gruba ayrildi. Fareler, 12 saat giines 15181 alan bir
odada, ozel olarak hazirlanmis kafeslerde barindirildi. Caligma, standart deneysel
caligmalar etik kurallarina uygun olarak yapildi. Farelerin beslenmesinde, Elazig Yem
Fabrikasi’ndan saglanan standart fare yemi kullanildi ve kafeslerde ©6zel boliimlere
yerlestirilmis olan ve u¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile su verildi. Tiim
farelerin sirt bolgesinde, belirlenmis olan bir bolge, sc uygulamalar i¢in tiras edildi.

2.2. Cahisma gruplar1 ve uygulamalar: Bu calismada, BLM ile uyarilmig
deneysel skleroderma modelinin erken ve ge¢ (yerlesmis fibroz) evrelerinde bortezomib
tedavisinin etkinligi test edildi. Bu amacla, erken evre gruplar (grup A [kontrol grubu],
B [plasebo grubu], C [bortezomib grubu]) ve ge¢ evre gruplari ( grup D [kontrol grubu],
E [plasebo grubu], F [bortezomib grubu]) olarak 6 grup olusturuldu (Sekil 6). Erken
donem gruplarinda BLM ile fibrozun uyarilmasina ve bortezomib tedavisine ayni giin
baslandi. Ge¢ donem gruplarinda ise ilk 3 hafta sadece BLM, 21. giinden sonra BLM ve
bortezomib birlikte uygulandi (Sekil 6).

FTS + SF
Grup A . %
BLM + SF
GrupB )
B X
& = BLM + Bortezomib
u )
P* % X
5 . FTS FTS +SF
ru A 1
P % X X
& g BI:M BLM1+ SF
ru
PE & X X
" . BI:M BLM + Bc:rtezomib
ru
P* X% X X
0 3. Hafta 6. Hafta

Sekil 6. Calisma gruplar1 ve uygulanan tedaviler

FTS; fosfat ile tamponlanmus salin, SF; serum fizyolojik, BLM; bleomisin.

2.2.1. Kontrol gruplari: BLM uygulanmayan erken (grup A) ve ge¢ (grup D)

donem kontrol gruplarindaki farelere, sirt derisindeki tiras edilmis bir bolgeden, A
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grubunda her giin sc FTS ve ek olarak haftada iki kez intraperitoneal (ip) serum
fizyolojik (SF) uygulandi. A grubundaki farelere bu uygulamalar ilk 3 hafta siiresince, D
grubundaki farelere ise sc FT'S 6 hafta siireyle ve ip SF haftada iki kez 3. ve 6. haftalar
arasinda uygulandi.

2.2.2. Bleomisin ve bortezomib uygulamalari; 1 mg BLM, 1 mL FTS
icerisinde ¢oOziindiiriilerek, B ve C gruplarindaki farelere 3 hafta, E ve F gruplarindaki
farelere ise 6 hafta, 100 puL (100 pug) dozunda, daha 6nce tamimlandig sekilde (66),
hergiin sc uygulandi. Plasebo gruplar1 olarak tanimlanan B grubu farelere ilk 3 hafta, E
grubu farelere ise 21. giinden calisma sonuna kadar, haftada iki kez ip SF uygulandi.
BLM’e ek olarak, tedavi gruplarindan C grubundaki farelere ilk 3 hafta, F grubundaki
farelere ise 21. giinden ¢alisma sonuna kadar SF igerisinde ¢6ziindiiriilmiis bortezomib
(Velcade, Janssen-Cilag) 1.6 mg/kg dozunda, haftada iki kez ip olarak uygulandi (68).

2.3. Kan ve doku orneklerinin toplanmasi; Erken donem gruplarindaki (A, B
ve C grubu) fareler 3. haftanin, ge¢c donem gruplarindaki (D, E ve F grubu) fareler 6.
haftanin sonunda, son tedavilerden 24 saat sonra, dekapitasyon ile sakrifiye edildi.
Farelerden kan ornekleri alindi, ve enjeksiyon uygulanmis olan sirt derileri daha sonraki
incelemeler icin eksize edildi. Alinan kan ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek, elde edilen serumlar -20°C’de calisilacag giine kadar saklandi. Doku drnekleri
% 10’luk formalin solusyonu i¢ine konuldu.

2.4. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler; Formalin solusyonu
icerisindeki doku Orneklerinden, ayni giin igerisinde, parafin bloklar1 hazirlandi.
Bloklardan alinan kesitler Hematoksilen-Eosin ve Masson-Trichom ile boyanarak, 151k
mikroskobunda (Olympus BX-50) X40, X100, X200 ve X400 biiylitmede (uzman bir
patolog tarafindan incelenerek) inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroz dereceleri
belirlendi. Dermal kalinlik (epidermo-dermal bileske ile dermis-subkutan yag dokusu
bileskesi arast uzunluk) ic¢in, her bir denekte, en az iki farkli preparatta, X100
biiylitmede, en az 5 farkli 6l¢iimiin ortalamas1 alindi.

Deparafinize kesitler, monoklonal anti-o-SMA (Actin Muscle Ab-6 [MSAOQ6]

Neomarkers) ticari kiti kullanilarak, streptavidin biotin teknigi ile boyandi. Dermal
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alandaki, a-SMA pozitif (a-SMA+) fibroblastik hiicre sayisim1 belirlemek i¢in, her bir
denekte, en az iki farklh preparatta, X400 biiyiitmede, en az 5 farkli alandaki a-SMA+
hiicre sayisi belirlenip, ortalamasi alindi.

2.5. Serum sitokin analizleri; IL-4 ve TGF-B1 serum diizeyleri, uygun ticari
kitler kullanarak (Bender MedSystems, Avusturya), ELISA yontemi ile belirlendi.

2.6. Western blot analizler; Deri doku homojenatlart1 sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezinden sonra jeldeki proteinler nitroseliilloz membrana
aktarildi (blotlama). Primer antikorlar (Nf-«xB, tip I kollajen, I-kB ve c-Jun N-terminal
kinaz [JNK]1 [Abcam, UK]), % 0.05 oraninda Tween-20 iceren tamponda, 1:1000
oraninda diliie edildi ve nitroseliiloz membranlar ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona
birakildive devaminda nitroseliiloz membranlar tampon soliisyonuyla 5 kez 5 dakika
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar peroksidazla
konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi ve devaminda nitroseliloz membranlar tekrar tampon
solusyonuyla 5 kez 5 dakika yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin solusyonu kullanildi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon
stiresi sonunda diaminobenzidinle renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra
nitroseliilloz membranlar iyice yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan
sonra, bantlarin relatif yogunluklar Image Analyses System (Image J; National Institute
of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

2.7. Istatistiksel analizler; Calismada elde edilen veriler ortalamasstandart
sapma olarak gosterildi. Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 11.00 bilgisayar paket
istatistik programi (SPSS Inc., Software Chicago, IL, USA) kullanildi. Analizlerde
Kruskal Wallis, Mann-Whitney U ve Chi Square testleri kullanildi. P<0.05 degerler
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. BLM ile uyarilmus dermal fibroz: 3 hafta BLM uygulanmis olan B
grubunda (erken donem plasebo grubu), A grubu (kontrol grubu) ile karsilastirildiginda,
serum IL-4 diizeyi, dermal kalinlik, dermal alandaki inflamatuar hiicre ve a-SMA+
hiicre sayilar1 (Tablo 6, Sekil 7, 8, 9 ve 10) ile tip I kollojen, Nf-kB ve JNKI
ekspresyonlarinda artis ve [-xB ekspresyonunda azalma (Sekil 11) vardu.

6 hafta BLM uygulanmis olan E grubunda (ge¢ donem plasebo grubu), D grubu
(kontrol grubu) ile karsilastirildiginda, dermal kalinlik, a-SMA+ hiicre sayisindaki ve tip
I kollojen, Nf-kB ve JNKI1 ekpresyonlarindaki artislar ile I-xB ekspresyonundaki azalma
devam etmekteydi (Tablo 6, Sekil 9, 10 ve 11). Ancak, dermal alandaki inflamatuar

hiicre sayis1 ve serum sitokin diizeylerinde artis yoktu (Tablo 6).

Tablo 6. Calisma gruplarinda serum sitokin diizeyleri ve histopatolojik bulgular

Uc haftahk uygulamalar Alt1 haftalik uygulamalar*
A grubu B grubu C grubu D grubu E grubu F grubu
IL-4 (pg/ml) 200.7+48.4 224.8+9.9° 212.8425.9 204.2434.1  202.7+56.7 198.4+62.6

TGF-B1 (pg/ml) 146.6£98.9 109.5+84.3 168.3£76.5° 214.1+68.8 241.3x121.0 182.6+66.1

inflamatuar hiicre

26.3+5.4 68.8+41.6" 25.1%11.5° 20.3+£5.8 28.2+7.3 23.3+54
sayisi (/HPF)
a-SMA+ hiicre b

3.8+1.0 10.6+1.3 5.3+0.8° 4.01+0.8 8.4+1.5% 9.01+x2.2
sayis1 (/HPF)

Dermal kalinhk b d .
202.1+£31.7 375.8+54.7 296.9+40.3 188.7+£25.5 235.8+23.7 224.8+17.1

(nm)

IL; interlokin, TGF-p1; transforme edici biiyiime faktorii-p1, a-SMA; a-diiz kas aktin, HPF; biiyiik
biiytitme alami. *F grubu farelere bortezomib tedavisi 21. giinden sonra uygulandi. A grubu ile
karsilastirildiginda: “p<0.05, °p<0.001. B grubu ile karsilastirldiginda: °p<0.05, ‘p<0.01, °p<0.001. D
grubu ile karsilastirildiginda: 'p<0.01, 2<0.001.

3.2. BLM ile uyarilmis dermal fibrozun bortezomib ile tedavisi: Bortezomib
ve BLM uygulamalar1 birlikte baslanmis olan C grubunda, B grubu (erken dénem
plasebo grubu) ile karsilastirildiginda, dermal kalinlik, dermal alandaki inflamatuar

hiicre sayis1 ve o-SMA+ hiicre sayisinda, tip 1 kollojen, Nf-kB ve JNKI
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ekpresyonlarinda anlamli azalma ve I-xB ekspresyonunda anlamli artis vardi (Tablo 6,
Sekil 8, 9, 10 ve 11). Ancak, serum TGF-B1 diizeyinde ise, sasirtic1 bir sekilde, artis
vard1 (Tablo 6).

6 hafta BLM uygulanmis olan E (ge¢ donem plasebo grubu) ve F (ge¢c donem
bortezomib grubu) gruplari arasinda, serum sitokin diizeyleri, dermal inflamatuar hiicre
say1s1, 0-SMA+ hiicre sayist ve dermal kalinlik acisindan anlaml bir fark yoktu (Tablo
6). Ancak, bortezomib tedavisi ile yerlesmis fibroz evresinde tip I kollojen, Nf-kB ve
JNK1 ekpresyonlarinda anlamli azalma vardi (Sekil 11)

Calisma doneminde, B ve D gruplarinda 1’er (% 10), C grubunda 3 (% 30), F
grubunda 5 (% 50) deney hayvani 6ldii. Mortalite oranlart agisindan, B ve C gruplari
arasindaki farklilik anlamli degildi (p>0.05, Odds oram 1.7, % 95 giiven araligi 0.8-
3.8’dir). Ancak, F grubunda, E grubu ile karsilastirildiginda, mortalite orani anlamli

yiiksekti (p=0.01, Odds oran1 3, % 95 giiven aralig1 1.5-6.1°dir).
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Sekil 7. Calisma gruplarinda serum IL-4 diizeyleri
Serum IL-4 diizeyi, B grubunda, A grubu ile karsilastirildiginda, anlaml yiiksekti.
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Sekil 8. Calisma gruplarinda dermal alandaki inflamatuar hiicre sayilari
Ortalama inflamatuar hiicre sayisi, B grubunda, A grubu ile karsilastirildiginda, anlamli yiiksek; C

grubunda, B grubu ile karsilastirildiginda, anlamh dusiiktii. HPF; biiyiik biiyiitme alan.
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Sekil 9. Calisma gruplarinda a-SMA+ hiicre sayilari
Ortalama a-SMA+ hiicre sayisi, B grubunda, A grubu ile karsilagtirildiginda, anlamli yiiksekti; C
grubunda, B grubu ile karsilastirildiginda, anlaml diisiiktii; E grubunda, D grubu ile karsilagtirildiginda

anlamh yiiksekti. SMA; diiz kas aktin, HPF, biiyiik biiyiitme alani.
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Sekil 10. Calisma gruplarinda dermal kalinliklar

Dermal kalinlik, B grubunda, A grubu ile karsilastirildiginda, anlamli yiiksekti; C grubunda, B grubu ile
karsilagtirildiginda, anlamli diisiiktii; E grubunda, D grubu ile karsilastirildiginda, anlamli yiiksekti.
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Sekil 11. Calisma gruplar deri doku 6rneklerinde tip I kollajen (a), Nf-kB (b), I-xB (¢)

ve JNKI1 (d) protein ekspresyon diizeyleri
Grup A ile karsilagtirildiginda; p<0.05°.
Grup B ile karsilastirildiginda; p<0.05".
Grup D ile kargilagtirildiginda; p<0.05°.
Grup E ile karsilagtirildiginda; p<0.05°.

28



4. TARTISMA

Bu calismada, BLM ile uyarilmis olan dermal fibroz modelinde erken ve gec
(yerlesmis fibroz) evrelerdeki bulgular incelenmis ve bir proteazom inhibitorii olan
bortezomibin fibrozu oOnleyici ve tedavi edici rolii arastirilmistir. Tekrarlanan BLM
uygulamalari, erken evrede, serum IL-4 diizeyi, dermis inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
miyofibroblastik hiicre aktivitesi ve dermal kalinlikta artisa neden olmaktadir. Geg
evrede ise, miyofibroblastik aktivite ve dermal kalinliktaki artislara, IL-4 diizeyi ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu artislar1 eslik etmemektedir. Erken evrede, BLM ve
bortezomib birlikte uygulandiginda, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, miyofibroblastik
aktivite ve dermal fibroz gelismemektedir. Fibroz yerlestikten sonra baslanan
bortezomib anti-inflamatuar ve/veya anti-fibrotik etki gostermemektedir.

Skleroderma deri ve i¢ organlarin yaygin fibrozu ile seyreden kronik inflamatuar
bir hastalik olup, vaskiilopati, immun aktivasyon ve artmis fibrotik aktivite ile
karakterizedir. Ancak, sklerodermanin patogenezi tam olarak bilinmemektedir ve heniiz
onaylanmig bir tedavi protokolii bulunmamaktadir. Sklerodermanin nadir goriillen ve
klinik olarak heterojen bir hastalik olmasi (2, 50) nedeniyle sklerodermada ideal bir
klinik calisma planlanmasi ve yapilmasi1 zorlasmaktadir. BLM ile uyarilan deneysel
skleroderma modeli olusturulmasinin kolayligi, diisiik maliyeti ve sklerodermanin bircok
fenotipik o6zelliklerini sergileyebilmesi nedeniyle, giiniimiize kadar tanimlanmis olan
deneysel skleroderma modellerinden en uygunudur (65, 66).

Bu c¢alismada, Akhmetshina ve ark. (67) tarafindan modifiye edildigi sekilde,
BLM uygulamalarinin erken ve ge¢ evre bulgularn degerlendirilmistir. Tekrarlanan BLM
uygulamalar1 3. haftada dermal fibroz olusturmaktadir. Erken evrede, dermal fibroza
serum IL-4 diizeyi artis1, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve miyofibroblastik hiicre
aktivitesi eslik etmekte, yerlesik fibroz evresinde ise IL-4 diizeyi ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu artiglar1 bulunmamaktadir.

Sklerodermada patogenik mekanizmalar endotelyal hiicre hasari, immiin
aktivasyon ve fibroblastik aktivite olarak {i¢ bolime ayrilabilir (22, 29). Aktive

endotelyal hiicreler ve inflamatuar hiicreler 1L-4, TGF-B1 gibi sitokin ve biiylime
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faktorleri ile fibroblastik hiicreleri aktive ederler (22, 29). Aktive fibroblastlar
(miyofibroblastlar), ESM yapitaglarinin sentezi yaninda, IL-6, TGF-B1, PDGF ve CTGF
gibi pro-fibrotik sitokin ve biiyiime faktorlerini de {iretirler (22, 29). Boylece,
fibroblastlar bir kez aktive olduktan sonra otokrin 6zellikler kazanmakta ve aktivasyon
icin inflamatuar hiicre uyarimina gereksinimleri kalmamaktadir (22, 29). Bu caligmada,
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun ve sitokin artiglarinin olmadigi yerlesmis fibroz
evresinde, fibroblastik aktivitenin varligi, fibroblastlarin otonomi kazandigi goriisiinii
desteklemektedir. Skleroderma hastalarinda, fibrozun ileri evrelerinde, etkilenmis olan
dokularda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun azaldig: bildirilmistir (69).

Niikleer  faktor-«B inflamasyon ve programli hiicre olimii (apoptoz)
regiilasyonunda rol alan bir ¢ok geni aktive edebilen, dimerik yapida bir transkripsiyon
faktoriidiir. Inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu etkileyerek cesitli
sitokin ve biiylime faktorlerinin iiretiminde 6nemli gorevler iistlenmektedir (70, 71). Nf-
kB, olagan durumlarda, hiicre stoplazmasina I-kB ile kompleks yapmis olarak
salinmaktadir. Aktive edici sinyaller, I-xB’nin fosforillenmesi ve lizin rezidi
bolgesinden ubikitinlenmesine yol a¢gmaktadir. Ubikitinlenmis I-kB proteazom aracili
degradasyona ugrar ve aktive olmus Nf-kB niikleusa transloke olur ve Nf-kB’ye duyarli
baz1 hedef genleri aktive eder (70, 71). TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokinler, IL-8, MCP-1,
makrofaj inflamatuar protein (MIP)-1a, RANTES (regulated on activation normal T cell
expressed and secreted protein) gibi kemokinler, E-selektin, ICAM-1, VCAM-1 gibi
adezyon molekiilleri ve IL-2, IL-12 gibi bazi sitokinlerin reseptdr genleri Nf-xB
tarafindan aktive olmaktadir (70, 71).

Bir proteazom inhibitorii olan bortezomib, I-xB’nin proteazom aracili
degradasyonunu, ve sonugta Nf-kB aktivasyonunu, onleyerek anti-inflamatuar etkiler
gostermektedir (6, 7). Skleroderma patogenezinde T lenfositlerin aktivasyonu basta
olmak iizere, immiin aktivasyon onemli gorevler iUstlenmektedir. Hastaligin erken
donemlerinde bile derinin lenfosit, monosit, makrofaj, mast hiicreleri gibi mononiikleer
hiicrelerce infiltre edildigi gosterilmistir (72). Ek olarak, skleroderma hastalarinda TNF-

a, IL-2, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerinin yiikseldigi ve deri tutulumunun
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siddeti ile korele oldugu belirlenmistir (5). Sunulan calismada, bortezomib, BLM ile
uyarilmig dermal fibroz modelinin erken evresinde inflamatuar hiicre infiltrasyonunu, o-
SMA ekspresyonunu ve dermal fibrozu 6nlemistir.

Niikleer faktor-kB, daha once deginilmis olanlara ek olarak, hiicresel apoptoz
inhibitdr protein (c-1AP)-1, c-IAP-2, TNF reseptor iliskili faktor (TRAF)1, TRAF2, bcl-
2, siklin D1 gibi hiicresel proliferasyon ve apoptoz regiilasyonunda rol alan molekiillerin
de ekspresyonunu artirmaktadir (70, 71). Bcl-2 ailesi transkripsiyon faktorleri, olduk¢a
kompleks diizenleyici mekanizmalara sahip olan apoptozun Onemli inhibitor
diizenleyicileridir (70, 71). Skleroderma hastalar1 dermal fibroblastlarinin apoptoza
direngli olduklar1 gosterilmis, ve bu durum artmis bcl-2 ekspresyonu ile
iliskilendirilmistir (73). Ek olarak, Cipriani ve ark. (74) skleroderma hastalarinda o/p ve
v/6 T lenfositlerin apoptoza direngli olduklarin1 bildirmislerdir. Bortezomib, anti-
apoptotik transkripsiyon faktorlerinin {iretimini baskilayarak, inflamatuar hiicrelerin
apoptoza direncini ortadan kaldirip, anti-inflamatuar ve anti-fibrotik etkiler olusturuyor
olabilir.

Proteazom inhibitorii olan bortezomib, anti-inflamatuar ve pro-apoptotik etkileri
(6, 7,70, 71) yaninda, MMP/TIMP dengesini degistirerek de anti-fibrotik etkilere neden
oluyor olabilir. Fibrogenezde, ESM elamanlarinin yapimi ve yikimi dinamik bir denge
halindedir (8, 9). ESM yikim1 MMP’lar ile saglanmaktayken, TIMP’lar MMP’larin doku
inhibitoriidiir (8, 9). Proteazom inhibisyonu, hasta ve saglikli insan dermal
fibroblastlarindan MMP-1 iiretimini artirmakta, TIMP-1 iiretimini azaltmaktadir (10).

Fibroblastik aktivitenin temel indiikleyici faktorlerinden birisi olan TGF-f,
fibroblastlardan, in vivo ve in vitro olarak, kollajen gibi ESM yapitaslar1 ve a-SMA
tiretimini artirmaktadir (55, 75). Daha onceki bir calismamizda, BLM ile uyarilan
dermal fibroz modelinde TGF-B1 serum diizeyinin arttig1 gosterilmistir (76). Ancak, bu
calismamizda, TGF-f1 serum diizeyinde beklenilen degisimler saptanmadi. TGF-B1
diizeyinde, beklenilen artisin olmamasinin nedeni, sadece serum diizeyini c¢alismis
olmamiz olabilir. BLM ile uyarilan dermal fibroz modelinde, lezyon uygulama

bolgesine sinirli kalmaktadir.
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SMAD2/3 ve SMAD4’e ek olarak spesifite protein 1 (SP1), mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK)’lar ve JNK da TGF- ile uyarilan artmis kollajen gen
aktivitesinin temel transkripsiyon faktorleridir (55, 77). Proteazom inhibisyonu, Smad
fonksiyonlarin1 diizenleme potansiyeline sahip oldugu gibi (77, 78) Smad dis1 bu
transkripsiyon faktorlerini de inaktive ediyor olabilir. Fineschi ve ark. (10), proteazom
inhibisyonu ile TGF-f’nin pro-fibrotik etkilerinin engellendigini rapor etmislerdir.
Calismamizda, BLM ile uyarilmis dermal fibroz modelinde JNKI ekspresyonunun
artt1g1 ve borteozmibin JNK1 ekspresyonunu baskiladigr gozlendi.

Proteazom inhibitorleri, Tsk1 fare modelinde dermal fibrozu, BLM ile uyarilan
akciger fibrozu modelinde ise interstisyel fibrozu geriletmemektedir (79). Diger taraftan,
proteazom inhibisyonu, hasta ve saglikli insan dermal fibroblastlarindan tip I kollajen
tiretimini baskilamistir (10). Ek olarak, proteazom inhibisyonu, safra kanali ligasyonu ile
olusturulan modelde karaciger (11), spontan hipertansif ratlarda kalp (12) ve obstriiktif
nefropatili ratlarda bobrek (13) fibrozunu geriletmektedir. Sunulan caligmada ise,
bortezomibin anti-fibrotik etkisi, fibrotik siirecte inflamasyonun aktif oldugu erken evre
ile simirliydi. Bu bulgular, bortezomibin erken evredeki anti-fibrotik etkisinin, anti-
inflamatuar etkisinden kaynaklandigim1 ve fibroblastik aktivite iizerine direkt etkisinin
olmadigini diisiindiirmektedir.

Bu calismada, BLM uygulamasi Nf-kB ve JNK1 ekspresyonlar1 artirmis oldugu
ve bortezomib ile tedavi edildiginde bu proteinlerin ekspresyonlarinin azalmis oldugu
gozlendi. Bortezomibin, histopatolojik olarak anti-fibrotik etkilerinin gosterilemedigi
yerlesmis fibroz evresinde bile, bu transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini
baskilamis olmasi, fibrotik siirecte baska transkripsiyon faktorlerin de rolii oldugu
goriisiinii destekliyor olabilir.

Sunulan calismada, BLM ve bortezomibin birlikte kullanildigi gruplarda daha
fazla deney hayvam 0ldiigii gozlenmistir. BLM hidrolaz, BLM’in deaminasyonuna ve
boylece inaktivasyonuna yol acan bir ‘notral sistein proteaz’ enzimidir. BLM hidrolaz
gen defisiti olan farelerin, BLM’in yan etkilerine daha duyarli oldugu ve bu farelerde

BLM’e bagh oliimlerin daha sik oldugu bildirilmistir (80). BLM hidrolaz, 20S
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proteazom ile yapisal benzerlik gostermektedir (80). Bortezomib, 20S proteazom
inhibisyonu ile BLM hidrolaz aktivitesini baskilayarak, BLM’e bagli 6liim riskini
artinnyor olabilir. Fineschi ve ark. (79), bir proteazom inhibitorii tek bagina
uygulandiginda yasam oranlarinin etkilenmedigini, BLM ile birlikte uygulandiginda ise
mortalitenin arttigini bildirmislerdir.

Bortezomib, BLM ile uyarilmis dermal fibroz modelinin erken evresinde anti-
inflamatuar ve anti-fibrotik etki gostermesine karsin yerlesmis fibroz evresinde etkisiz
olmaktadir. Bu modelde, erken evredeki serum IL-4 diizeyi artis1 ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonlarimin ge¢ evrede gozlenmedigi dikkate alindiginda, bortezomibin anti-
fibrotik etkisi, anti-inflamatuar etkisi ile iligkilendirilebilir. Sonu¢ olarak, anti-

inflamatuar etkiler sergileyebilen bortezomib yerlesmis fibroz tedavisinde etkili degildir.
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