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OZET

Sklerodermada, aktive olan Wingless-type MMTYV integration site (Wnt)/p-
katenin sinyal yolaginin fibrotik siirece fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimii
ve hatta non-fibroblastik hiicrelerin fibroblastik hiicrelere doniisiimii asamasinda
katki sagladig: diisiiniilmektedir. Parikalsitol, vitamin D reseptorii (VDR) araciligi ile
transkripsiyon faktorlerinden 7-cell factor-4 (TCF-4)’lin B-katenine baglanmasini
yarismali olarak inhibe eder ve bdylece, Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivitelerini
engeller. Calismamizin amaci, bleomisin (BLM) ile olusturulmus deneysel
skleroderma modelinde Wnt/B-katenin sinyal yolagmin sentetik D vitamin analogu
olan parikalsitol ile inhibisyonunun profilaktik ve terdpatik etkinliklerinin
belirlenmesidir.

Bu calismaya 60 adet Balb/c disi fare alindi. Erken evre gruplar1 (Grup I
[kontrol grubu], II [plasebogrubu] ve III [parikalsitol grubu]) ve gec evre gruplari
(Grup IV [kontrol grubu], V[plasebo grubu], VI [parikalsitol grubu]) olarak 6 grup
olusturuldu. BLM uygulanmayacak olan kontrol grubu farelere (Grup 1) ve (Grup
IV), tiras edilmis bolgeden, hergiin sc fosfat ile tamponlanmis salin (FTS) uygulanda.
Img BLM, ImL FTS igerisinde ¢oziindiiriilerek II. Ve III. Gruplarda ki farelere
3hafta, V. ve VI gruplardaki farelere 6hafta boyunca 100puL (100pg) dozunda her
giin sc uygulandi. BLM’e ek olarak, III. Gruptaki farelere ilk 3hafta, VI. gruptaki
farelere ise 21.glinden baslayarak ¢alisma sonuna kadar hergiin sc yol ile Parikalsitol
(0.3ug/kg) enjekte edildi.

Ilk ii¢ grup iiciincii haftanin sonunda; kalan gruplar ise altinci haftanm
sonunda, son tedavilerden 24 saat sonra, dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Doku
ornekleri histopatolojik inceleme ve Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
analizler i¢in toplandi. Doku TGF-B1,axin-1ve wnt-2 mRNA ekspresyonlar1 RT-PCR
yontemi ile belirlendi.

Tekrarlanan subkutan BLM uygulamalar1 sonucunda; erken ve gec evrede,
dermal inflamatuar hiicre infiltrasyonu, dermal fibroz ve dermal kalinlikta artis
meydana geldi. Benzer sekilde; TGF-B1, axin-1 ve wnt-2 ekspresyonlari belirgin artu.
Parikalsitoliin hem profilaktik hemde teropatik uygulamalarinda TGF-B1, axin-1 ve
wnt-2 mRNA ekspresyonlar1 belirgin azaldi. Ek olarak, histopatolojik olarak dermal

nekro inflamasyon ve dermal fibrozda gerileme tespit edildi.
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Sonug olarak, BLM ile uyarilmis dermal fibroz modelinde axin-1 ve wnt-2
ekspresyonlarinin artmis olmast Wnt/B-katenin sinyal yolagimin dermal fibrozda aktif
oldugunu desteklemektedir. Ekolarak, parikalsitol antifibrotik potansiyele sahiptir ve
bu etkisi Wnt/B-katenin sinyal yolagi lizerine etkisi ile iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel skleroderma, Wnt/B-katenin sinyal yolagi, parikalsitol



ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF PARICALCITOL IN BLEOMYCIN INDUCED
EXPERIMENTAL SCLERODERMA

For Scleroderma, it is thought that Signaling pathway of activated wingless-
type MMTYV integration site (Wnt)/B-catenin contributes to fibrotic process in the
stage of transformation of fibroblasts into myofibroblasts and even transformation of
non-fibroblastic cells to fibroblastic cells. Paricalcitol inhibits connection of T-cell
factor (TCF-4) from transcription factors to the B-catenin as competitively through
vitamin D receptor (VDR) and thus inhibits the activity of the Wnt/B-catenin
signaling pathway. The aim of our study, in experimental scleroderma models
created with BLM, is to determine prophylactic and therapeutic efficacy of inhibition
of Wnt/B-catenin signaling pathway with paricalcitol which is synthetic vitamin D
analog.

60 Balb/c female mice were taken to this study. 6 groups were formed as
early stage groups (groups [Control group], II [placebo group] and III [paricalcitol
group]) and late-stage groups (group IV [Control group], V [placebo group] VI
[paricalcitol group]). Salin (PBS) which was buffered with phosphate everyday was
applied from shaved region to the control group of mice (Group I) and (group 1V)
which BLM will not be applied to. 1mg BLM by dissolving it in 1 ml FTS as 100uL
(100pg) dose was applied sc daily to mice in group of II and III along 3 weeks, in the
group of V and VI along 6 weeks. In addition to BLM, Paricalcitol (0.3ug / kg) was
injected daily with sc route to third group mice first three week and to sixth group
mice group from 21th day until the end of the working day.

The first three groups at the end of the third week; the remaining groups at
the end of six weeks, 24 hours after the last treatment, were sacrificed by
decapitation. Tissue samples was collected for the histopathological and real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis. Tissue TGF-1, axin-1 and Wnt-2
mRNA expression was determined by RT-PCR.

As a result of repeated BLM subcutaneous implementation; in the early and
late stage, an increase took place in the dermal inflammatory cell infiltration, dermal
thickness dermal fibrosis. Similarly; TGF-B1, axin-1 and wnt-2 expression was

significantly increased. In the Prophylactic and therapeutic applications of
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paricalcitol, TGF-B1, axin-1 and Wnt-2 mRNA expression decreased significantly. In
addition, it was determined regression in dermal necro inflammation and dermal
fibrosis as histopathological.

In conclusion, in the BLM-induced dermal fibrosis model, increased AX-1
wnt-2 mRNA expressions supports that Wnt / B-catenin signaling pathway is active
in dermal fibrosis. Moreover, paricalcitol has antifibrotic potential and this effect
may be associated on Wnt / B-catenin signaling pathway.

Key Words: Experimental scleroderma, Wnt/B-catenin signaling pathway,

Paricalcitol
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1. GIRIS

Skleroderma (sistemik skleroz), deri ve cesitli i¢ organlarm fibrozu ile
karakterize, kronik inflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin patogenezi net olarak
bilinmemekle birlikte, immiin aktivasyon ve vaskiilopatinin patogenezde rol aldigi
diistiniilmektedir (1-3). Skleroderma hastalarinin deri biyopsilerinde T lenfositler,
mast hiicreleri ve makrofajlar basta olmak {izere inflamatuar hiicre infiltrasyonu
belirlenmistir (4). Skleroderma hastalarinda tiimér nekroz faktér alfa (TNF-a),
interlokin (IL)-2, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerindeki yiiksekligin
deri tutulumunun siddeti ile korele oldugu gosterilmistir (5). Wingless-type MMTV
integration site (Wnt) protein ailesi 19 adet glikoproteinden olusur (6, 7). Wnt
proteinleri transmembran reseptOrlerine baglanmaz ise olusan stoplazmik
destriiksiyon kompleksi B-katenin’in degradasyonuna neden olmaktadir. Tersine,
Wnt proteinleri reseptorlerine baglandiginda ise (Kanonikal pathway) destriiksiyon
kompleksi dagilmakta ve [-katenin artmakta-aktive olmaktadir. Aktive olan [-
katenin  niikleusa  transloke olarak  hiicre-hiicre = adezyonu ve  hiicre
differansiasyonunda rol alan hedef genleri uyarmaktadir (8). Wnt/B-katenin sinyal
yolag1 embriyogenez, hiicre-hiicre adezyonu ve transkripsiyonel diizenlemede rol alir
(7,9).

Deneysel skleroderma modelleri olan tight-skin-1 (Tsk-1) ve bleomisin
(BLM) ile uyarilmis dermal fibroz modellerinde Wnt2, WntlOb ve Wntll
ekspresyonunun arttig1 gésterilmistir (10).

Ek olarak, skleroderma hastalarmm deri Orneklerinde Wntl ve Wntll
ekspresyonunun arttigi, Wnt/B-katenin sinyal yolagi inhibitorlerinden olan Dickkopf-
related protein 1 (DKK1)’in ekspresyonunun ise azaldigi bildirilmistir (11). Ayrica,
hastalarin deri ve akciger Orneklerinde B-katenin diizeyinin artmis olmasi Wnt/[-
katenin sinyal yolaginin aktif oldugunu desteklemektedir (11, 12). Wnt3 ve
Wnt10b’nin in vivo uygulamalar1 dermal fibroza neden olmustur (13, 14). Bir in
vitro ¢alismada, Wnt3 uygulamasi1 miyofibroblastik aktivitenin belirteci olan diiz kas
aktin (SMA) ekspresyonunu artirmistir (15). Sklerodermada, aktive olan Wnt/f-
katenin sinyal yolaginin fibrotik siirece fibroblastlarin miyofibroblastlara doniigiimii
(15) ve hatta non-fibroblastik hiicrelerin fibroblastik hiicrelere doniisiimii asamasinda

katk1 sagladig1 diistiniilmektedir (14).



Burada 1,25(OH),Ds, ligand-aktive vitamin D reseptorii (VDR) araciligi ile
transkripsiyon faktorlerinden T-cell factor-4 (TCF-4)’lin p-katenine baglanmasini
yarismali olarak inhibe eder (16, 17). Parikalsitol hiperkalsemik olmayan, sentetik
vitamin D analogudur ve boylece, Wnt/B-katenin sinyal yolag: aktivitelerini engeller.
Adriamisin ile uyarilmis nefropati modelinde, parikalsitol VDR/B-katenin iizerinden
Wnt/B-katenin sinyal yolagini bloke ederek nefropatiyi iyilestirdigi gosterilmistir
(18). Ek olarak, TGF-B1 aracili epitelyum hiicrelerin mezenkimal hiicrelere
dontistimiinii (EMT) dogrudan (Wnt yolagindan bagimsiz) bloke eder (19).

Skleroderma patogenezine iliskin tartigsmalar giiniimiizde de siirmektedir ve
etkin bir tedavisi bulunmamaktadir. Skleroderma, ender goriilen bir hastaliktir.
Romatoloji polikliniklerine sklerodermanin c¢esitli evrelerinde olan hastalar
basvurmaktadir. Bundan dolayi, yeterli sayida ve homojen bir hasta popiilasyonu
saglanamamakta ve bu durum skleroderma caligmalar1 agisindan deneysel hayvan
modellerinin 6nemini arttirmaktadir. Giinlimiize kadar bircok deneysel skleroderma
modeli tanimlanmis olup, mevcut tanimlanmis olan modellerden, olusturulmasinin
kolaylig1 ve insandakine benzer immiinolojik ve histopatolojik 6zellikler gostermesi
nedeniyle BLM ile uyarilmis dermal fibroz/skleroz modeli tercih edilmektedir. Bu
calismanin amaci, BLM ile olusturulan deneysel skleroderma modelinde, Wnt/f-
katenin sinyal yolagini bloke eden parikalsitoliin dermal fibrozun Onlenmesi ve

tedavisindeki etkinliginin arastirilmasidir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Tanmim

Skleroderma, deri ve ¢esitli i¢c organlarin fibrozu ile karakterize, kronik
inflamatuar bir hastaliktir (1-3). Sklerodermada kalp, akciger, gastrointestinal sistem

(GIS) ve bobrekler siklikla tutulmaktadir (20-22).

1.1.2 Epidemiyoloji
Skleroderma, Amerika Birlesik Devletleri’'nde 4000 eriskinden birinde
goriilmektedir. Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerden 3 kat daha fazladir (23).



1.1.3 Etiyoloji

Sistemik sklerozun etiyolojisi net olarak bilinmemekle birlikte cevresel ve
genetik faktorler etiyolojiden sorumlu tutulmaktadir. Cevresel faktorler olarak
organik solvent, agir metal, silika maruziyeti ve infeksiydz ajanlar (sitomegaloviriis,
retroviriis ve ebstein barr virlis gibi) sorumlu tutulmaktadir (23-26).

Mesleki islerinden dolay1 vinil klorid iceren ortamda ¢alisan is¢ilerin cogunda
Raynaud fenomeni (RF) ve sklerodermaya 6zgili deri bulgular1 gézlenmektedir (27).
Cevresel ve mesleksel faktoriin skleroderma ile iliskileri ¢cogu kez arastirilmasina
karsm, birgok hastada bu risk faktorlerinin bulunmamasi nedeniyle skleroderma
etiyopatogenezinden tek baslarina sorumlu tutulamayacaklarini diisiindiirmektedir
(28).

Sistemik sklerozda klas I ve klas II MHC alellerinin sikliginda artis tespit
edilmistir (24). Skleroderma ile insan lokosit antijeni (HLA) arasindaki iliskiyi
arastiran bir arastirmada skleroderma hastalarmda HLA A23, DR11ve B18 diizeyinin
yiiksek oldugu saptanmistir (25).

Sklerodermanin genetik yatkiligi olabilecegi diisiiniiliip bir¢ok caligmalar
yapilmistir. Skleroderma tanisi olan hastalarin birinci dereceden akrabalarinda,
skleroderma gelisme riskinin arttig1 gdsterilmistir, ancak; Ikizler arasinda goriilme
oraninin diisiik olmas1 (monozigot ve heterozigotlarin her ikisi i¢in de % 4,6) genetik
etkinligin giicli olmadigin1 gostermektedir (23). Monosit kemoatraktant protein 1
(MCP-1), Transforme edici biiyiime faktori B (TGF-B). TNF-0, IL-la, ESM
proteinleri (fibronektin, fibrillin vb.), nitrik oksit (NO), endotelin-1 ve anjiotensin
dontstiiriicii enzim (ACE) genleri arastirilmis ve bu genlerdeki bazi polimorfizmler
sklerodermaya yatkinlik ile iligkilendirilmistir (29).

Saglikli bireylerin % 22’sinde ve sklerodermali kadmlarm % 72’sinde
maternal orjinli mikrokimerik hiicreler saptanabilmektedir. Mikrokimerik hiicreler,
infiltre deride ve diger dokularda goriilebilmektedir. Allojenik kok hiicre
transplantasyonu sonrasinda goriilebilen graft-versus-host hastaligit (GVHD) ile
skleroderma arasinda klinik olarak benzerlikler bulunmaktadir. Bu duruma bagh
olarak sklerodermada mikrokimerizmin rol oynuyor olabilecegini diisliniilmektedir

(23).



1.1.4 Patogenez

Vaskiiler hasar (vaskiilopati), Immiin sistem aktivasyonu (inflamasyon) ve

fibroz skleroderma patogenezinin ii¢ ana mekanizmasi oldugu disiintilmektedir (30)

TETIKLEYICI FAKTORLER

Eksojen ajanlar ﬁ

Sitokinler
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Sekil 1. Skleroderma patogenezi (31)

1.1.4.1 Vaskiiler Hasar

Sklerodermada, vaskiiler hasarmn erken evrede oldugu goriilmektedir (2).
Aktiflesmis lenfositler tarafindan iiretilen sitokinler ve endotelyal hiicrelere karsi
gelisen antikorlar endotelyal hiicrelerde hasar olusturmaktadir (32, 33). Lenfositler
aktiflesince; CTGF, TGF- ve PDGF salgilamaktadir. Salgilanan TGF-; endotelyal
hasara ve interselliiler adhezyon molekiiliiniin (ICAM-1) ekspresyonuna neden
olmaktadir. PDGF; endotel hiicre proliferasyonunu uyararak ve VEGF miktarini
artrrarak neovaskiilarizasyona neden olmaktadir (2). Endotelyal hasar ve aktivasyon
olusmasmi takiben vazokonstriktor bir madde olan ET-1 miktarinda artis ve
vazodilator mediator olan NO miktarinda azalma olmasi nedeniyle vazomotor tonus
kaybolmaktadir (34). Hasar bolgesine inflamatuvar hiicreler kemoatraksiyon ile
gelmekte ve damar duvarma yapismaktadir (35, 36). Trombositler temas ettigi
subendotel ile adhezyona ugrayarak fibrin birikimi ve intravaskiiler trombus
olusumuna neden olmaktadirlar. Damar duvarinda mevcut olan kas hiicreleri de
aktive olarak intimaya dogru ilerleyerek myofibroblastlara doniismektedir. Vaskiiler

degisikliklere bagli olarak proliferasyon, liimende kiigiilme, kan akiminda azalma



olugsmaktadir. Mevcut vaskiiler degisiklikler RF, parmak iskemisi ve iilserler olarak
klinik bulgu vermektedir. Damar kaybi ve neoanjiogenez ileri evrelerde ortaya

cikmaktadir (37).

1.1.4.2. immiin Sistem Aktivasyonu ve inflamasyon

Sistemik sklerozda olusan otoantikorlar, humoral immunitenin patogenezde
rol oynadigmi diisiindiirmektedir. Skleroderma hastalarinda antiniikleer antikorlar
(ANA) % 90 oraninda pozitif saptanmaktadir. Diffuz kutandz skleroderma (deSSc)’li
hastalarin biiyiik cogunlugunda Anti Scl70 pozitifken, limitli kutandz skleroderma
(IcSSc)’li hastalarin % 30-40’1inda pozitif bulunmaktadir. Antisentromer antikorlar
ise hastalarin % 80-90’1nda pozitif bulunmaktadir (30).

Mononiikleer hiicre infiltrasyonunun cilt ve visseral organlarda saptanmasi,
hiicresel immunite aktivasyonun bir gostergesidir. Mononiikleer hiicrelerin 6zellikle

CDA4 T lenfositten olustugu bilinmektedir (38, 39).

1.1.4.3. Fibroz

Hastaligin patogenezi net olarak bilinmemekte, ancak kollajen ve diger
ekstraseliiler matriks (ESM) molekiillerinin asir1 sentez ve depolanmasi ile fibroz
olusmaktadr (40). ESM {retiminden aktif fibroblastlar (miyofibroblastlar)
sorumludur (41, 42). Aktive endotelyal hiicreler ve inflamatuar hiicreler hiicre-hiicre
etkilesimi ile dogrudan ve c¢esitli sitokin, adezyon molekiilii ve biiyiime faktorii
iiretimi ile dolayli olarak fibroblastlar1 aktive edebilmektedir. TGF-3 bu asamalarda
onemli gorevler iistlenmektedir. Sklerodermada aktive olan fibroblastlar ¢esitli
sitokin ve biliylime faktorii tiretimi ile otokrin ve parakrin 6zellikler sergilemektedir.
Fibroblastik otonomi yaninda kemik iligi kaynakli ve yerel mezenkimal Onciil
hiicrelerin fibroblastik hiicrelere doniisiimii, sklerodermadaki fibroblastik aktivitenin

devamliligindan sorumlu tutulmaktadir (43).

1.1.5. Skleroderma tipleri

Sistemik skleroz, ciltte sertlesme ile karakterize bir hastalik oldugu
bilinmekle birlikte, i¢ organ tutulumuna da neden olmaktadir. Son dénem organ

yetmezliginin de olusabildigi bilinmektedir.



Hastalik klinik bulgularina gore temelde lokalize ve sistemik skleroderma

olarak iki gruba ayrilir: (2).

1.1.5.1. Lokalize Skleroderma

Lokalize sklerodermanin en sik goriilen formu morfeadir. Deri dokusunun
etkilenen kisminin genisligine gore morfealar; yaygin morfea, plak morfea, lineer
morfea, biilloz morfea vederin morfea seklinde alt gruplara ayrilir. Lokalize
sklerodermada sistemik sklerodermadan farkli olarak otoimmiin belirteclerde

pozitiflik, RF vaskiiler lezyonlar ve i¢ organ tutulumu bulunmamaktadir (44).

1.1.5.2. Sistemik Skleroderma

Sistemik skleroderma ise RF ve otoantikorlarda pozitiflik deri bulgularinda
yillar 6nce dahi goriilebilmektedir. Bu grubda, preskleroderma, dcSSc, 1cSSc, sine
skleroderma ve ¢akigsma sendromu sayilabilir.

1.1.5.2.1. Preskleroderma

Reynaud Fenomeni bulunan bir olguda, anti topoisomeraz I, antisentromer
antikor gibi sklerodermaya 0zgii otoantikorlardan birinin bulunmasi veya tirnak
yatag1 kapilleroskopik incelemelerde kapillerlerde anormalligin saptanmasi; olguda
biliylik bir olasilikla sklerodermanin gelisebilecegine isaret eder ve bu tablo

preskleroderma olarak isimlendirilir.

1.1.5.2.2. Diffuz kutanoz skleroderma (dcSSc)

Reynaud fenomeni ile deri bulgularinin olusmas1 arasinda gecen siire oldukga
kisadir. Yaygm cilt tutulumu, kalp yetmezligi, tendonlarda krepitasyon, pulmoner
fibroz, diffliz gis tutulumu, PAH, oligiirik skleroderma renal krizi, kardiak aritmi
gortilebilir. Anti-Scl-70 antikoru genellikle pozitif, antisentromer antikor ise
negatiftir. Cilt kalinlagmas1 yiiz ve gévdeyi de icermekte, ekstremitelerde diz ve

dirseklerin proksimaline kadar uzanmaktadir (2, 45).



Tablo 1. Diffliz kutandéz skleroderma ile limitli kutan6z skleroderma organ

tutulumlar1

Organ tutulumu Diffiiz Limitli
Interstisyel akciger hastalig %35-60 %35
Pulmoner arteryel hipertansiyon %5-10 %10-15
Renal kriz %12-15 %1-2
Tendon siirtiinme sesi %65 %5
Miyopati %20 %10
Ozefagial dismotilite %75 %75

1.1.5.2.3. Limitli kutan6z skleroderma (IcSSc)

Cilt tutulumundan yillar 6nce RF ortaya ¢ikar. Smirl cilt tutulumu (el, yiiz ve
ayak) mevcuttur. Esglik eden kalsinoz, RF, 6zofageal dismotilite, sklerodaktili,
telenjiektazi nedeniyle CREST sendromu olarak da bilinir. Antisentromer antikor
genellikle pozitif, anti-Scl-70 antikoru ise negatiftir Cilt kalinlasmasi diz ve

dirseklerin distali ile sinirli, ayn1 zamanda yiiz ve boyunu da icermektedir (2, 45).

1.1.5.2.4. Sine skleroderma

I¢ organ tutulumunun olup deri tutulumunun olmadig1 skleroderma tipidir (2).

1.1.5.2.5. Cakisma sendromu

Sklerodermanm bir veya daha fazla bag dokusu hastalig1 ile birlikte
goriilmesidir

1.1.6. Klinik

1.1.6.1. Cilt tutulumu

Cilt kalimlagmasi hastalarin hemen hemen hepsinde el ve parmaklarda baglar.
Eller sklerodermanin erken doneminde sis, gergin, parlak ve eritematoz
goriinimdedir (6demat6z evre). Zaman gectikce cilt kalinlasir, hareketsiz hale gelir.
Deri ekleri ve pililer kaybolur telenjektaziler gelisir (sklerotik evre). Sonrasinda
sklerodaktili, dudaklarda incelme ve biiziilme ortaya cikar. Ciltte yer yer
hipopigmente ve hiperpigmente alanlar gelisebilir (Atrofik evre) (46).

Dijital {lserler; skleroderma hastalariin yaklasik %50’sinde goriilmekle

birlikte hizla ilerleyen vaskiiler bir patoljidir. Skleroderma hastalar1 icin dijital



iilserler klinik olarak onemli bir bulgudur. Agri, fonksiyon kaybi ve belirgin sekil
bozukluguna yol agar. Dijital {iilserlerin enfekte olmasi durumunda osteomiyelit,

gangren ve amputasyona kadar ilerleyebilir (47).

1.1.6.2. Raynaud Fenomeni

Sklerodermanin en erken goriilen bulgusudur. El ve ayak parmaklari, burun
ve kulak kepcesi damarlarinda meydana gelen epizodik vazospastik ataklar sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Deride 3 fazli renk degisimi goriilmektedir (34):

A - Palor (solukluk): Vasospazm nedeniyle olusur.

B - Siyanoz (morumsu renk): Iskemi nedeniyle olusur.

C -Rubor (kizankhk): Reperfiizyon nedeniyle olusur.

Twrnak dibinin kapilleroskopik olarak incelenmesinde; genislemis, biikliintiilii
kapillerler, mikrohemorajiler ve kapiller kaybi goriiliir (37). RF’ye baglh olarak

hastalarin yaklagik yarisinda kronik iskemiye bagli parmak tilserleri gelisebilir.

1.1.6.3. Gastrointestinal Sistem

Deriden sonra en sik etkilenen bdlge GiS’tir. Tiim skleroderma hastalarinin
% 75-90’1nda GIS tutulumu oldugu diisiiniilmektedir (48).

- Ozofagial dismotilite % 75-90

- Mide tutulumu % 50

- Ince barsak tutulumu % 40-70

- Kolon tutulumu % 20-50

- Anorektal tutulum % 50-70

Skleroderma hastalariin 6zofagus, mide ve barsaklarindan doku biyopsileri
incelendiginde diiz kas atrofisi ve fibroz goriilmektedir (49, 50). Sonugta dismotilite
olusur (51).

Ozofagus tutulumuna bagl olarak; disfaji, regiirjitasyon, reflii dzofajit, ses
kisiklig1 gelisir. Mide ve ince barsak tutulumuna bagh olarak; bulanti-kusma, karin
agrisi, siskinlik, erken doyma, diyare, malabsorbsiyon ve kilo kaybina yol acgabilir
(52). Kolon tutulumuna baglh olarak; intestinal psddoobstruksiyon ve kabizlik
goriilebilir (53). Hastaligin ince barsak tutulumunda 2 klinik tablo ile karsilasilir.

Birincisi, asir1 bakteri ¢ogalmasi nedeniyle gelisen diyare ve malabsorbsiyon, ikincisi



ise mekanik ileus semptomlarini taklit eden fonksiyonel ileustur (psédoobstriiksiyon)

(48). Anorektal tutuluma bagli olarak; rektal prolapsus ve anal inkontinans olusabilir.

1.1.6.4. Miyokard tutulumu

Miyokardiyal tutulumun hastalarin yasam beklentisi {izerinde dnemli bir rol
oynadig1 ortaya konulmustur (54). Ileti sisteminin ve Miyokardin tutulumu genel
olarak subklinik seyretmektedir. Histopatolojik analizlerde skleroderma hastalarinin
% 81’inde yama tarzinda Miyokardiyal fibroz bulgusuna rastlandig: bildirilmektedir
(50). Miyokardiyal RF bagli olarak kardiyak iskemi ve ileti sisteminin tutulumundan
dolay tasiaritmiler ortaya ¢ikabilmektedir. Tasiaritmiler genellikle subklinik olarak
seyretmekle birlikte 6liimciil olabilmektedir (55).

1.1.6.5. Pulmoner hipertansiyon

Sklerodermada goriilebilen ciddi ve yagami tehdit eden bir komplikasyondur.
Bazi hastalarda izole PAH gelisebildigi gibi, IAH ile birlikte de izlenebilmektedir.
PAH patogenezinde bircok faktdr sorumlu tutulabilir. Ancak; temel rol oynayan
faktoriin potent bir vazokonstriktér ajan olan ET-1 oldugu diisiiniilmektedir (56).
PAH erken donemleri asemptomatik olarak seyretmekte iken, ilerleyen sathalarda
hastalarda yorgunluk, egzersiz dispnesi ve gogiis agrisi olusabilmektedir (57).

Pulmoner arteryel hipertansiyon ¢ok sayida klinik durumda gelisebilen bir
hemodinamik ve fizyopatolojik durumdur. PAH, dinlenme halinde sag kalp
kateterizasyonu (SKK) ile degerlendirilen ortalama pulmoner arter basincinda (PAB)
>25 mmHg artis seklinde tanimlanmistir (Tablo 2 ) (58).

Tablo 2. Hemodinamik olarak pulmoner hipertansiyon tanimlar1 (58)

Tanim Ozellikler Klinik grup(lar)
Pulmoner Ortalama PAB Hepsi
Hipertansiyon (PH) >25 mmHg
Prekapiller PH PKUB <15 mmHg 1. Pulmoner arteriyel hipertansiyon

2. Akciger hastaligina bagh PAH

KD normal ya da azalmis  3.Kronik tromboembolik PAH
4 Mekanizmalari belirsiz ya da ¢ok faktorlii
PAH

Postkapiller PH PKUB>15 Sol kalp hastaligina bagh PAH

Biitiin degerler dinlenme halinde 6l¢iilmiistiir. Sistemik-pulmoner santlar (sadece pulmoner
dolasimda), anemi, hipertiroidi ve benzerleri gibi hiperkinetik durumlarda KD yiiksek olabilir. KD =
kalp debisi; PAB=pulmoner arter basinci; PAH= pulmoner arteryel hipertansiyon; PKUB = pulmoner
kapiller ug basinci.



1.1.6.6. Bobrek tutulumu

Skleroderma renal kriz sendromu; hizli baglayan malign hipertansiyon,
hiperreninemi, mikroanjiopatik hemoliz ve progresif renal yetmezlik tablosunun
genel ad1 olarak olarak isimlendirilmektedir (59). Hastaligin en ciddi komplikasyonu
olup, son 20-25 yila kadar skleroderma hastalarindaki en sik 6lim nedeniydi.
Skleroderma renal krizi 6 hafta iginde diyaliz gereksinimi veya Oliimle
sonuclanmaktayken; ACE inhibitorlerinin kullanimi skleroderma renal krizine bagh
Olimleri ve diyaliz gereksinimini azaltmistir (60). Genel olarak dcSSc hastalarinda
goriilmektedir. Cilt tutulumunun hizli ilerledigi, hastaligin erken déneminde ortaya
cikmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Renal kriz risk faktorleri

- dcSSc

- Hizli ilerleyen skleroderma

- Yiiksek doz glukukortikoid kullanimi

- Anti-RNA polimeraz III antikor pozitifi

- Siklosporin

- Diger risk faktorleri(yeni gelisen anemi, kalp yetmezligi veya perikardiyal effiizyon gibi yeni
gelisen kardiyak olaylar.

1.1.6.7. Akciger tutulumu

Interstisyel akciger hastaligt ve PAH’a sklerodermada mortalite ve
morbiditenin en 6nemli nedenleridir (61). Skleroderma hastalarinin % 50’sinden
azinda klinik olarak anlamli IAH varligina rastlanir. Inflamatuar degisikliklerin genel
olarak hastaligin erken fazinda basladig1 ve zamanla ilerledigi diisiintilmektedir (62-
64). Mononiikleer hiicreler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar arasindaki baglantilar
sonucunda kollojen birikimi ortaya ¢ikmaktadir.

Nonspesifik interstisyel pndmoni (NSIP) en sik goriilen histopatolojik patern
iken, nadiren de olsa olagan interstisyel pnomoni (OIP) de goriilmektedir (65, 66).
NSIP; idiyopatik akciger fibrozisi olan hastalarda, OIP’den daha iyi prognoza sahip
iken, sklerodermaya bagli IAH’da belirgin bir fark goriilmemektedir (67).
Skleroderma hastalarinda, IAH nm prognoz’un idiopatik akciger fibrozundan daha

iyidir.
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En sik karsilagilan bulgular nonprodiiktif oksiiriik ve ilerleyici egzersiz
dispnesidir (46). Fizik muayane bulgularinda ise; tipik olarak ince inspiratuar raller
duyulur. Eger PAH gelismis ise; sag ventrikiil yetmezligi bulgular1 (juguler vendz
dolgunluk, sag ventrikiil gallosu, pulmoner ve trikiispit yetmezlik tifiiriimii) ortaya
cikar (68, 69).

Akcigerin X-ray goriintiilemesinde interstisyel izlerde artis goriilmektedir,
ancak bu yontem erken interstisyel akciger hastaligimin saptanmasinda yeterince
duyarli degildir. X-ray den daha duyarli bir goriintiileme yontemi yiiksek
rezolusyonlu tomografi (HRCT) olup, fibrozun siddeti derecelendirebilmektedir (70,
71). Interstisyel akciger tutulumunun HRCT’de gériilebilen bulgulari; buzlu cam
goriiniimti, interlobuler septalarda kalinlagma, bal petegi goriiniimii, retikiiler izlerde
artma ve subplevral kist olusumu olarak siralanabilir. Ince intralobuler fibrozis
genellikle buzlu cam goriinimii seklinde goriilir (72, 73). Ancak daha diisiik
olasilikla da olsa geri doniistimlii alveolitin bir bulgusu olarak ortaya ¢ikabilmektedir
(71, 73).

Akciger fonksiyon testlerinin degerlendirmesinde restiriktif patern
(karbonmonoksit diflizyon kapasitesinde [DLCO] force vital kapasite [FVC] ve total

akciger voliimiinde diisiikliik) bulgular1 gézlenmektedir (61).
1.1.7. Tam

American College of Rheumatology (ACR) grubunun 1980 yilinda
tanimladig1 skleroderma smiflandirma kriterlerine gére 1 major ve 2 minor kriter
varliginda % 91 duyarlilik ve % 99 6zgiilliik ile skleroderma tanis1 koyulabilmektedir
(21). Bu kriter setine gore metakarpofalangeal eklemlerin proksimaline uzanan cilt
sertligi bulunmasi1 major kriter. Sklerodaktili, bibaziler pulmoner fibrozis ve parmak
ucu tilseri mindr kriterlerdir.

1980 kriterleri erken evre hastalarin tanisinda yetersiz kalmasi nedeniyle yeni
kriter seti arayis1 sonunda 2013 yilinda yeni ACR/EULAR skleroderma klasifikasyon
kriterleri Tablo 4 yaymlanhstir (22). Bu yeni setin duyarliligi % 91 6zgilligi %
92°dir.
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Tablo 4. ACR / EULAR 2013 Sistemik Skleroz Klasifikasyon Kriterleri

Her iki elde parmaklar ve Metakarpofalangeal 9
eklemlerin proksimalinete deri kalinlagmasi

Parmaklarda deri kalinlagmasi Sis (puffy) parmaklar 2
(yanhzca yiiksek olant) Sklerodaktili 4
Parmak ucu lejyonlari Purmak ucu tlserleri 2
(yanlizca yiiksek olani) Pilting skar 3
Telenjiektazi 2
Anormal tirnak yatagi kapilleri 2
PAH ve/veya In tersti sy el Akciger Hastalig1 PAH 2
(maksimum skor 2) Interstisyel Akciger Hastalig 2
RF 3
Sistemik skleroz iligkili otoantikorlar Anti-sentromer Ak 3
(maksimum skor 3) Anti-Scl 70 Ak

Anti-RNA polimcraz 111 Ak

Sistemik skleroz klasifikasyanu i¢in toplam skor > 9 olmalidir.

1.1.8. Tedavi
1.1.8.1. Organ Sistem Tutulumunun Tedavisi
1.1.8.1.1. Cilt tutulumu

Yerlesmis fibroz tedavisinde kullanilabilecek olan onay almis herhangi bir
etkili ila¢ bulunmamaktadir. Hastalik progresyonu iizerine kortikosteroidler etkili
degildir (74). Ayrica, kortikosteroidler renal krizi provake edebilmektedir.
Immiinsiipresif ajanlar olan; klorambusil, azatioprin ve 5-florourasil sklerodermada
tedavisinde etkisiz bulunmustur (75, 76). D-penisilaminin ise etkisi uzun yillardir
kullanilmasina ragmen tartigmalidir (77). Yapilmis calismalarda metotreksatin kismi
bir etkisi oldugu rapor edilmis (78, 79) ve bu bulgular dogrultusunda metotreksat
EULAR’1n skleroderma tedavi 6nerilerinde yer almistir (80).

1.1.8.1.2. Deri Ulserleri

Parmak ugclarinda iilserler, paronisi ve tirnak derisinde ¢atlaklar genellikle
iskemi veya travma nedeniyle olugmaktadir. Basinca daha ¢ok ugrayan diger
ekstremite {ilserleri ise nadiren iskemiyle iligkilidirler. Vazodilatator ilaglarin
kullanilmas1 deri ilserleri i¢cin en uygun tedavi yaklasimidir. Bu amagla kalsiyum
kanal blokérleri (KKB), prostosiklin analoglari, fosfodiesteraz inhibitdrleri (PDI) ve
endotelin reseptdr blokorleri (ERB) kullanilabilmektedir. ERB’lerin aktif ulser
tedavisinde etksi gosterilememis olmasma karsin yeni ilser gelisimini

onleyebilmektedir. Enfeksiyon siiphesi varliginda Staphylococcus aureus’a etkili
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olan antibiyotiklerin tercih edilmesi gereklidir. Oral antibiyotiklerin kullanimma en

az 14 giin siireyle devam edilmelidir (81).

1.1.8.1.3. Raynaud Fenomeni

Sigara kullannommdan ka¢imnmak, soguktan korunmak, sicak tutan giysiler
giymek gibi yasam tarzi gibi degisiklikler 6nemlidir. ACE inhibitérleri, anjiotensin
reseptdr blokerleri, KKB ve PDI inhibitérleri gibi vazodilatasyon yapan ilaglarin
yararli olduklar1 kanitlanmistr (82). Dijital sempatektomi, mikrovaskiiler

rekonstriiksiyon bazi hastalarda basarili olabilmektedir (83).

1.1.8.1.4. Gastrointestinal Sistem

Gastroozefageal refliiye bagh gelisen semptomlar1t H2 reseptor blokerleri,
proton pompa inhibitorleri, bas kismimin ylkseltilmesi, diyet diizenlemeleri ile
azaltilabilir. Prokinetik ilaglar (metoklopramid, eritromisin gibi) {ist gastrointestinal
sistem motilitesini artrmak igin kullanilabilir. Ozefagusta gelisen striktiirler igin
periyodik olarak endoskopik dilatasyonlar yapilabilir. Alt gastrointestinal sistem ait
semptomlar genellikle asir1 bakteri cogalmasiyla iligkili olup, 2-4 hafta genis

spektrumlu antibiyotik kullanimi1 semptomlarda diizelme saglayabilir (83, 84).

1.1.8.1.5. Kalp

Miyokardit saptanirsa, yiiksek doz steroid tedavisi denenebilir. Tedavinin
temelini dijital tiirevleri ve diiiretikler olusturmaktadir. Ciddi aritmilerde antiaritmik
ilaglar kullanilir. Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar veya diisik doz steroid

perikardit tedavisinde kullanilabilir (83, 84).

1.1.8.1.6. Bobrek

Tanmin erken konulmasi renal kriz tedavisi agisindan ¢ok Onemlidir.
dcSSc’nin  erken evresinde, kan basincinin haftada birkag giin Olgiilmesi
onerilmektedir. ACE inhibitorlerine; sistolik kan basincinin 30 mmHg veya daha
yiiksek artiglar gosterdiginde baslanilmalidir. Diger antihpertansif ilaglar da yararh
olabilir. Bazi hastalarda diyaliz gereksinimi olusabilir. ACE inhibit6rlerinin
kullanimina devam edildiginde, 3-24 ay sonunda diyalize gereksinimini Onemli

derecede azaltir (83).
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1.1.8.1.7. Akciger

Haemophilus influenza ve Streptococcus pneumoniae asilar1 akciger
tutulumu saptanmasi durumunda profilaktik olarak uygulanmalidir. Siklofosfamid ve
diger immiin siipresif ilaglarin kullanimi akut alveolit bulgularinin belirlenmesi
durumunda yararli olabilir. PAH’da PDI, ERB ve Prostosiklin analoglar
kullanilabilir. Son dénem akciger hastaliginin gelismesi durumunda; akciger veya

kalp-akciger transplantasyonu yapilabilir (83, 84 ).

1.1.8.1.8. Kalsinoz

Kalsinozun oOnlenmesi veya olugsmus kalsinozun tedavisi i¢in yarari
kanitlanmig standart bir tedavi protokolu bulunmamaktadir. Kontrollii ¢alismalar

bulunmamasina karsin litotiripsi kalsinoz tedavisinde kullanilmaktadir (85).

1.1.8.1.9. Kas iskelet Sistemi

Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar eklem yakinmalar: i¢cin kullanilabilir.
Proksimal interfalengeal eklemlerde fleksiyon kontraktiirii gelismesi durumunda

cerrahi miidahale yapilmasi enfeksiyon ve cilt hasarlarini 6nleyebilir (83, 84).
1.1.8.2. ilac Tedavisi
1.1.8.2.1. Otoimmiinite ve inflamasyonun Onlenmesi

Aktif alveolit varliginda siklofosfamid yararli olmaktadir (86). Yaygin deri
tutulumu olan hastalarda; pulmoner fonksiyonlar ve deri {izerine orta derecede etkili
bulunmustur (87). Siklofosfamid kullanan hastalarda % 5-15 hemorajik sistit,% 10-
15 16kopeni, % 7-10 enfeksiyon, ve % 3 alopesi gibi yan etkiler goriilebilmektedir
(88). Mesane kanseri tedaviden uzun siire sonra % 3-5 sikliginda goriilebilmektedir
Birlikte mesna kullanilmas1 bu komplikasyonlara karsi1 koruyucudur. Infertilite
goriilme siklig1 da fazladir

Metotreksatin deSSc’li hastalarin deri skorunda ilimli bir 1yilesme sagladigi
randomize kontrollii bir caligmada saptanmistir (78). Deri disinda diger organlara
onemli bir etkisinin olmadig1 bilinmektedir.

Sklerodermas1 siddetli ve progresif olan 70’den fazla hastaya kok hiicre

transplantasyonu uygulanmistir (88). Kok hiicre transplantasyonundan once, total
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viicut 1gmnlamas: ile birlikte veya total viicut ismlamasi yapilmadanan titimosit
globiilin ve yiiksek doz siklofosfamid kullanilabilir. Transplantasyon ile iligkili
mortalitenin % 9-17 sikliginda oldugu bildirilmektedir (89).

1.1.8.2.2. Fibroz Olusumunu Engelleyen Ajanlar

Interferon-y (IFNy), aktive T hiicreleri tarafindan iiretilir. IFNy; makrofajlar:
aktive eder ve kollajen iiretimini giiglii bir sekilde inhibe eder (85). Hastalarin %
85’inde interferon-y-1b tedavisi, grip benzeri sempomlara (ates, bas agrisi, miyalji,
isiime, artralji ve halsizlik) neden olmaktadir. 9-12 hafta i¢inde bu semptomlar
azalmaktadir. Karaciger enzim yiiksekligi ve 16kopeni gelisimi goriilebilir (90).

Skleroderma tedavisinde interferon-a Onemli bir yararmm olmadig:
gosterilmistir (91).

Yiiksek dozlarda (750 mg/giin) D-Penisilaminin kullanimi diisiik dozlarda
(62,5 mg/giin) kullanimina gore deri sertliginin azaltilmasinda daha etkili
bulunmamastir (77).

Kollajen yikimini artirmasima tiretimini de inhibe etmesine karsin relaksin bir
faz 11 ¢alismada, skleroderma tedavisi iizerine herhangi bir yarar1 gosterilememistir

(92).

1.1.8.2.3. Vaskiiler Hasarin Onlenmesi

Sklerodermanin erken evresinde temel patogenik Ozellik vaskiiler
tutulumdur. Vaskiiler tutuluma bagli olarak, i¢ organ hasar1 ve siiperfisiyal hasar
gbzlenebilir (93). Vaskiiler tutulum icin Prostosiklin analoglari, PDI ve ERB
kullanilabilmektedir (94).

Epoprostenol ve treprostinil prostasiklin analoglar1 olup; kardiyopulmoner
hemodinamiler, egzersiz kapasitesi, dispne skoru ve yasam siiresi tizerine etkilidir.
Bir diger prostasiklin tiirevi olan iloprostun, semptomatik PAH’li skleroderma
hastalarinin tedavisinde yararli oldugunu destekleyen veriler bulunmaktadir (95).
Prostasiklinlere ait onemli yan etkiler bulunmaktadir. Siirekli intravendz infiizyon
seklinde uygulanan epoprostenoliin infiizyonu kesildiginde ani ve siddetli pulmoner
0dem yapabilir. Ayrica; bulanti-kusma, bas agrisi, ¢cene agris1 ve abdominal kramplar
gortilebilir. Treprostinilin en sik goriilen yan etkisi ise; infiizyon bolgesinde agridir.

(96).
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Bosentan, ambrisentan ve siteksentan endotelin-1 reseptdr antagonistleridir.
Endotelin-1; potent bir vazokonstriktdr ve diiz kas mitojenidir. Bosentan endotelin- 1
1 antagonize ederek, PAH ile iligkili yakinmalar1 azaltmaktadir (93). Yapilan bir
calismada, bosentanin egzersiz kapasitesini, pulmoner vaskiiler rezistansi ve PAB’1
azalttig1 gosterilmistir (97). En sik goriilen yan etkisi karaciger toksisitesi olup, %
10-14 oraninda karaciger fonksiyon testlerinde normal degerin 3 kat1 veya daha fazla
artis gozlenmekte olup, doz ayarlanmasi ile bu durum kontrol altina alinabilmektedir
(96).

Sildenafil, vardenafil ve tadalafil fosfodiesteraz-5 inhibitorleridir. Pulmoner
vaskiiler rezistans indeksini azaltir, siddetli akciger fibrozu ve sekonder PAH’1
bulunan hastalarda gaz degisimini artrmaktadir (98). Sildenafil, nitrik oksit ve
prostanoid (iloprost) ile iligkili pulmoner arteryel vazodilatasyonu artirr (99). RF
hastalarinda, periferik kan akimmi arttirir (98). Yan etki olarak; flasing, bas agrisi,
nazal konjesyon ve dispne goriilebilir. Sildenafil diisiik dozlarda daha az yan etki
gosterir. Sildenafilin yiiksek dozlarda kullanimi, sistemik hipertansiyon, miyokard
infarktiisii ve retinal yan etkileri nedeniyle gérme bozukluguna neden olabilir. Son
zamanlarada yarilanma Omrii uzun olmasindan dolayr tadalafil kullanimi
sklerodermada periferik vaskiilopati tedavisi i¢in tercih edilir hale gelmistir (100).

Skleroderma renal krizi nedeniyle 6liim sikligit ACE inhibitorleri kullanima
girmeden once yiiksekti. 1k kez 1970’lerin sonunda ACE inhibitdrleri skleroderma
renal krizinde kullanilmaya baglanmistir. Serum kreatin konsantrasyonu 3 mg/dl’yi
gecmeden ACE inhibitorleri kullanilmaya baslandiginda, diyaliz gereksinimi
onlenebilir (101). Skleroderma renal krizi olan hastalarda ACE inhibitorleri

kullanilmasina ragmen, % 35 kadarinda 6liim olabilmektedir (85).

1.1.8.Wnt/p-katenin sinyal yolag:

Wingless-type MMTV integration site (Wnt) protein ailesi 19 adet
glikoproteinden olusur (102, 103). Wnt sinyal yolaklar1 Kanonikal (Wnt/B-katenin),
nonkanonikal planar cell polarity ve nonkanonikal Wnt/Ca olarak iice ayrilir.
Wnt/B-katenin sinyal mekanizmast Wnt proteininin hedef hiicre zarmna ulasarak,
burada bulunan reseptorlerine (Fz ve LRP5/6) baglanmasi ile baslamaktadir (104).

Wnt proteininin reseptorlerine baglanmasi ile hiicre zarmmda baslayan sinyalin
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sitozole aktarilmas1 gerekmektedir. Bu aktarim iki basamakta gerceklesir. Bu
basamaklardan ilki Dishevelled (Dvl) proteininin fosforillenmesidir (105). Hiicre
zarinda baglayan sinyalin sitozole aktarimasinda ikinci basamak LRP5/6
reseptoriiniin  hiicre i¢i kismmin fosforillenmesidir (106). Wnt proteinleri
transmembran reseptorlerine baglanmaz ise olusan stoplazmik destriiksiyon
kompleksi B-katenin’in degradasyonuna neden olmaktadir. Tersine, Wnt proteinleri
reseptorlerine baglandiginda ise (Kanonikal pathway) destriikksiyon kompleksi
dagilmakta ve B-katenin artmakta-aktive olmaktadir. Aktive olan B-katenin niikleusa
transloke olarak hiicre-hiicre adezyonu ve hiicre differansiasyonunda rol alan hedef
genleri uyarmaktadir (8). Wnt/B-katenin sinyal yolagi embriyogenez hiicre-hiicre
adezyonu ve transkripsiyonel diizenlemede rol alir (102, 103).

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasimin sitoplazmadaki isleyisinde gorev alan
temel biyomolekiiller (Dvl), “Kazein kinaz I (CKI)”, “Axin”, “Glikojen sentaz kinaz
(GSK3pB)” ve “Adenomatdz poliposis koli (APC)” proteinleridir. Bu molekiillerin

Whnt/Bkatenin sinyal yolunun hedef molekiilii olan B-katenin proteini ile yakin iligkisi

bulunmaktadir (Sekil 2).
Canonical Non canonical
A I}

Cytoplasm

WNT -target genes

LEFITCF

Sekil 2. Kanonikal ve nonkanonikal Wnt sinyal yolaklar1 (107).
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Deneysel skleroderma modelleri olan tight-skin-1 (Tsk-1) ve BLM ile
uyarilmis dermal fibroz modellerinde Wnt2, Wntl0b ve Wntll ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir (10, 108).

Ek olarak, skleroderma hastalarmm deri Orneklerinde Wntl ve Wntll
ekspresyonunun arttigi, Wnt/p-katenin sinyal yolagi inhibitérlerinden olan DKK1’in
ekspresyonunun ise azaldigi bildirilmistir (109). Ayrica, hastalarin deri ve akciger
orneklerinde B-katenin diizeyinin artmis olmast Wnt/B-katenin sinyal yolagmin aktif
oldugunu desteklemektedir (110). Wnt3 ve Wnt10b’nin in vivo uygulamalar1 dermal
fibroza neden olmustur. Bir in vitro ¢alismada, Wnt3 uygulamasi miyofibroblastik
aktivitenin belirteci olan diiz kas aktin (SMA) ekspresyonunu artirmustir.
Sklerodermada, aktive olan Wnt/B-katenin sinyal yolagmmin fibrotik siirece
fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimii ve hatta non-fibroblastik hiicrelerin

fibroblastik hiicrelere doniisiimii asamasinda katki sagladig: diistiniilmektedir (111).

1.1.9. Parikalsitol

Parikalsitol, 19-nor-1,25-hidroksi-vitamin D2 molekiil yapisinda olan sentetik
bir vitamin D analogudur. Parikalsitol 3.kusak bir ila¢ olup dokuya bagli se¢ici VDR
aktivasyonu yapmaktadir (112). Yapilan deneysel ¢alismalarda kalsiyum ve fosfor
diizeyleri lizerine minimal degisiklikler yaparken parathormon (PTH) sekresyonunu
baskiladig1 gosterilmistir (113, 114). Parikalsitol tedavisinin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde kalsifikasyonu onleyici etkisi hayvan deney modellerinde gosterilmistir.
Vaskiiler kalsifikasyondan koruyucu etkisinin serum kalsiyum ve fosfor diizeyinden
bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir (115). Adriamisin ile olusturulan deneysel
nefropatide podosit hasari, proteiniiri ve renal fibrozis gelisimi {izerinde Onleyici
etkisi oldugu gosterilmistir (18) Parikalsitol, proinflamatuar sitokin salmim
inhibisyonu, monosit/makrofaj infiltrasyonunun inhibisyonu, myofibroblast
aktivasyonunu engellemesi, fibronectin, TGF-B1, tip I ve III kollojen ekspresyonunu
baskilanmasi gibi etkileriyle renal hasarin gelismesi iizerinde olumlu etkiler
saglamaktadir. Parikalsitoliin renal intertisiyel fibrozisi azalttig1 obstiiriktif liropati
deneysel modelinde gdsterilmistir (116). Parikalsitoliin renal TGF-f1 ve TGF-B1’in

tip 1 reseptoriiniin ekspresyonunu baskilamasina bagh olarak E-cadherin siipresyonu
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ve a-SMA ile tiibiiler hiicrelerde fibronektinin liretimini baskiladigi gosterilmistir
(18).

Yapilan bir c¢alismada deneysel olarak olusturulan aort stenozunda,
parikalsitoliin kardiyak fibrozisi engelledigini ve sol ventrikiil fonksiyonlarini, sol
ventrikiil agirhik artisindan bagimsiz olarak korudugunu gostermislerdir. Parikalsitol
grubunda kollojen 3, fibronektin ve atriyal natriiiretik peptit (ANP) salmiminin
azaldig1 tespit edilmistir (117, 118). 1,25 (OH),Ds,ligand-aktive VDR aracilig: ile,
transkripsiyon faktorlerinden T-cell factor-4 (TCF-4)’lin p-katenine baglanmasini
yarismali olarak inhibe eder (16, 17). Parikalsitol hiperkalsemik olmayan, sentetik
vitamin D analogudur ve boylece, Wnt/B-katenin sinyal yolag1 aktivitelerini engeller.
Adriamisin ile uyarilmis nefropati modelinde, parikalsitol VDR/B-katenin tizerinden
Wnt/B-katenin sinyal yolagini bloke ederek nefropatiyi iyilestirdigi gosterilmistir
(18).

1.1.11. Amag

Bleomisin ile olusturulmus deneysel skleroderma modelinde Wnt/B-katenin
sinyal yolagmin sentetik D vitamin analogu olan parikalsitol ile inhibisyonunun

profilaktik ve teropatik etkinliklerinin belirlenmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi'nde (FUDAM)
yapildi. Calismanin etik onay1 12.07.2013 tarihde, 2013/06 -81 nolu karar1 ile, Frrat

Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alind1.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismaya ortalama 6 hafta yasinda ve 20-25 gram agirliklarinda, 60 adet
Balb/c disi fare alind1 ve 6 esit gruba ayrildi. Fareler, 12 saat gilines 15181 alan bir
odada, 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde barindirildi. Caligma, standart deneysel
caligmalar etik kurallarmna uygun olarak yapildi. Farelerin beslenmesinde, Elazig
Yem Fabrikasi’ndan saglanacak standart fare yemi kullanildi ve kafeslerde 6zel
boliimlere yerlestirilmis olan ve ug¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile su
verildi. Tim farelerin st bolgesinde belirlenmis olan bir bolge, subkutan (sc)

uygulamalar icin tiras edildi.

2.2. Cahsma gruplan ve uygulamalar

Bu calismada, BLM ile uyarilmis deneysel skleroderma modelinin erken ve
gec (yerlesmis fibroz) evrelerinde parikalsitol tedavisinin etkinligi test edildi. Bu
amagla, erken evre gruplar1 (grup I [kontrol grubu], II [plasebo grubu] ve III
[parikalsitol grubu]) ve ge¢ evre gruplar1 (grup IV [kontrol grubu], V [plasebo
grubu], VI [parikalsitol grubu]) olarak 6 grup olusturuldu. Erken donem gruplarinda
BLM ile fibrozun uyarilmasma ve parikalsitol tedavisine ayni giin baslandi. Geg
donem gruplarinda ise ilk 3 hafta sadece BLM, 21. giinden sonra BLM ve
parikalsitol birlikte uygulandi.

2.2.1. Kontrol gruplarn

Bleomisin uygulanmayan erken (Grup I) ve ge¢ (Grup 1V) donem kontrol
gruplarindaki farelere, sirt derisindeki tiras edilmis bir bolgeden, her giin sc FTS
uygulandi. grub I’deti farelere bu uygulamalar ilk 3 hafta siiresince, grup 1V farelere

ise sc FTS 6 hafta siireyle uygulandu.

20



2.2.2. Bleomisin ve parikalsitol uygulamalar

Bir mg BLM, 1 mL FTS igerisinde ¢oziindiiriilerek II. ve III. gruplardaki
farelere 3 hafta, V. ve Vlgruplardaki farelere 6 hafta boyunca 100 uL (100 pg)
dozunda daha once tanimlandigi (119) sekilde her giin sc uygulandi. Parikalsitol
(0.3ug /kg) ise, BLM’e ek olarak, III. gruptaki farelere ilk 3 hafta, VI. gruptaki
farelere ise 21. giinden baslayarak ¢alisma sonuna kadar her giin sc yol ile enjekte

edildi.

2.3 Doku drneklerinin toplanmasi

I., II. ve HI. gruplardaki fareler iiclincii haftanin sonunda; IV., V. ve VL
gruplardaki fareler ise altinci haftanin sonunda, son tedavilerden 24 saat sonra,
dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Farelerden kan oOrnekleri alindi ve enjeksiyon
uygulanmis olan sirt derileri daha sonraki incelemeler i¢in eksize edildi. Alinan doku
ornekleri histopatolojik inceleme i¢in ikiye bdliindii. Bir bolim doku % 10’luk
formalin solusyonu i¢ine, doku mRNA analizleri i¢cin ayrilan diger kisim ise

aliminyum folyo icerisine konularak —80 °C’de ¢alisilacagi giine kadar saklandu.

2.4. Histopatolojik ve immunohistokimyasal analizler

Formalin solusyonu igerisine aliman doku 6rneklerinden, ayni giin icerisinde,
parafin bloklar1 hazirrlandi. Bloklardan alinan kesitler Hematoksilen-Eosin ve
Masson-Trichrom ile boyanarak, 151tk mikroskobunda X40, X100, X200 ve X400
biliyiitmede, dalinda uzman bir patolog tarafindan incelendi, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve fibroz dereceleri belirlendi.

Immunohistokimyasal ~ degerlendirme, monoklonal anti-aSMA ticari
kitlerinin deparafinize kesitlere uygulanmasi sonrasi, oSMA aktivitesinin

belirlenmesi yapildi.

2.5. Doku mRNA diizeylerinin belirlenmesi

Real-time polymerase chain reaction analizler (RT-PCR) i¢in toplanan doku
homejenatindan, uygun RNA izolasyon kiti kullanilarak, TGF-B1, axin-1 ve wnt-2
mRNA expresyonlar1 RT-PCR yontemi ile belirlendi.
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Farelerden elde edilen deri dokularindan RNA izolasyonu i¢in Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) kullanildi. RNA 6lgtimleri i¢in Qubit® RNA Assay Kit
For Use With The Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA) ile yapildi.
RNA miktar1 pg/ml olarak olgiildi. ¢cDNA sentezi i¢gin RNA miktarlarinin
esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi. Komplementer
DNA sentezi (cDNA) icin her bir gruptaki orneklerden RNA havuzu hazirlandi.
Komplementer DNA Sentezi High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kiti ile
gerceklestirildi (Applied Biosystems, Foster City, CA). Revers transkripsiyon ile
elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin varliginda ABI Prism 7500 Fast
Real Time PCR cihazinda (Applied Biosystems, Foster City, CA) Tag Man Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak amplifiye edildi. Is1
kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95°C’de 15 saniye ve
60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi. Real Time PCR 3 tekrarli olarak
gerceklestirildi. Calismada Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Gen ekspreyon diizeyleri

karsilastirmali Ct (ACt) yontemi ile belirlendi.

2.6. istatistiksel Analizler

Calisma tamamlandiktan sonra elde edilen verilerin istatistikler analizleri,
SPSS istatistik programinda yapildi. Gruplar arasindaki olas1 farkliklarin anlamliligi
Kruskal Wallis ve Post Hoc Mann-Whitney U testleri ile degerlendirildi. P degerinin

<0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. BLM ile Uyarilmus Dermal Fibroz

Ug ve 6 hafta FTS enjeksiyonu yapilan 1. ve IV. gruptaki (erken ve ge¢ evre
kontrol gruplar1) farelerin deri doku histopatolojik degerlendirilmesinde dermal
fibrozun olusmadig1 goriildii (Sekil 3). Ancak, hem 3 hem de 6 hafta BLM
uygulamalar1 dermal ve subkutan alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ve

dermal fibroza neden olmustur (Sekil 3).

i BLM#PAR VI: BLM+PAR

FTS; fosfat ile tamponlamis salin, BLM; bleomisin, PAR; parikalsitol.
Sekil 3. Calisma gruplar1 histopatolojik bulgular1 (Hemotoksilen eosin, X200)
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Ug hafta siire ile subkutan BLM uygulanan erken plasebo (sham) grubunda
dermal alandaki ortalama inflamatuar hiicre sayis1 erken kontrol grubundakine gore
anlamlh azalmist1 (Sekil 4). Benzer sekilde, 3 hafta BLM uygulamalar1 ortalama
dermal kalinlikta artisa neden olmustu (Sekil 5). 6 hafta BLM uygulanan gec evre
plasebo (sham) grubundaki inflamatuar hiicre sayis1 ge¢ evre kontrol grubuna gore
yiiksekti, ancak erken evre plasebo grubundakinden azdi (Sekil 4). Diger taraftan,
inflamatuar hiicre sayisindaki artistan farkli olarak gec evre plasebo grubundaki
dermal kalinlik artis1 hem ge¢ donem kontrol grubundan hem de erken evere plasebo

grubundakinden daha yiiksekti (Sekil 5).

509

p=0.003[ p=0.001

p=0.001| p=0.005

Dermal inflamatuar Hiicre Sayisi (IHPF)

T T

0

Konltrol1 Sh;m1 P;r1 KonEcroI2 Sh;m2 Pér?

HPF; her biiyiik biiyiitme alani, Sham; plasebo grubu, Par; parikalsitol.
Sekil 4. Calisma gruplarinda ortalama dermal inflamatuar hiicre sayilar1

Tekrarlayan BLM uygulamalar1 TGF-B1, axin-1 ve wnt-2 mRNA
ekspresyonlarini artirmisti. TGF-f1 mRNA ekspresyonu 3 haftanin sonunda yaklasik
100; 6 haftanin sonunda yaklasik 1000 kat artmisti. Benzer sekilde, axin-1 mRNA
ekspresyonu 3 haftanin sonunda 110 kat; 6 haftanin sonunda 2600, wnt-2 mRNA
ekspresyonu ise 3 haftanin sonunda 2 kat; 6 haftanin sonunda 26 kat artmist1. Axin-1
ve wnt-2 mRNA ekspresyonlarindaki artis BLM ile uyarilmis dermal fibroz

modelinde Wnt/f katenin yolaginin aktive oldugunu diistindiirmektedir.
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Sham; plasebo grubu, Par; parikalsitol.
Sekil 5. Calisma gruplarinda ortalama dermal kalinliklar

3.2. BLM ile Uyarilmis Dermal Fibrozun Parikalsitol ile Tedavisi

Hem parikalsitolin  BLM uygulamalar1 birlikte baglandigi III. grupta
(profilaktik parikalsitol grubu), hem de parikalsitoliin ii¢lincli hafta baslanip 6.
haftaya kadar uygulandig1 VI. grupta (teropatik parikalsitol grubu) histopatolojik
olarak dermal nekro inflamasyon, dermal alandaki inflamatuar hiicre sayis1 ve dermal
fibrozda gerileme tespit edilmisti (Sekil 3).

Plasebo gruplar ile karsilastitildiginda dermal alandaki ortalama inflamatuar
hiicre sayist ve ortalama dermal kalinliklar hem profilaktik hem de terdpatik
parikalsitol gruplarinda anlamli olarak azalmist1 (Sekil 4 ve 5).

Benzer sekilde, parikalsitolin hem profilaktik hem de terdpatik
uygulamalarinda TGF-B1, axin-1 ve wnt-2 mRNA ekspresyonlar1 belirgin azalmisti.
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4. TARTISMA

Calismamizda BLM ile uyarilmis olan deneysel skleroderma modelinde erken
ve ge¢ (yerlesmis fibroz) evrelerindeki bulgular incelenmis ve sentetik vitamin D
analogu olan parikalsitoliin dermal fibrozu Onleyici ve tedavi edici roli
arastirilmistir. Tekrarlanan subkutan BLM uygulamalar1 sonucunda hem erken hem
de ge¢ evrede dermal fibroz olusmustur. Parikalsitoliin hem profilaktik hem de
teropatik uygulamalarinda histopatolojik olarak dermal nekroinflamasyon ve dermal
fibrozda gerileme tespit edilmistir.

Skleroderma deri ve cesitli i¢ organlarin fibrozu ile karakterize, kronik
inflamatuar bir hastaliktir (1-3). Hastaligin patogenezi net olarak bilinmemekle
birlikte, immiin aktivasyon ve vaskiilopatinin patogenezde rol aldig1 diisiiniilmektedir
(1-3). Skleroderma hastalarinin deri biyopsilerinde T lenfositler, mast hiicreleri ve
makrofajlar basta olmak ilizere inflamatuar hiicre infiltrasyonu belirlenmistir (4).
Skleroderma hastalarinda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL)-2, IL-6
ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerindeki yiiksekligin deri tutulumunun siddeti
ile korele oldugu gosterilmistir (5).

Sklerodermanin nadir goriilen ve klinik olarak heterojen bir hastalik
olmasindan dolay1 sklerodermada ideal bir klinik ¢aligma planlanmas1 ve yapilmasi
zorlagmaktadir (2, 23). Bu nedenle, patogenik yolaklarin aydmlatilabilmesi, etkin
tedavi ajanm bulunabilmesi amaciyla yapilan caligmalarda deneysel modellere
basvurulabilmektedir. BLM ile uyarilan deneysel skleroderma modeli
sklerodermanin bir¢cok fenotipik Ozelliklerinin sergilenebilmektedir. Ek olarak,
olusturulmasmin kolayligi ve diisik maliyeti nedeniyle, giinlimiize kadar
tanimlanmis olan deneysel skleroderma modellerinden en uygunu ve en sik
kullanilamidir (119). Calismamizda, BLM uygulamalarinin {i¢iincii haftadan sonra
dermal fibroza, dermal ve subkutan alanlarda artmis inflamatuar hiicre
infiltrasyonuna neden oldugu gézlenmistir.

Skleroderma patogenezinde, vaskiiler hasarin en erken evre oldugu
disiiniilmektedir (120). Aktiflesmis lenfositler tarafindan {retilen sitokinler ve
endotelyal hiicrelere karsi gelisen antikorlar mikrodolasimda goriilen endotelyal
hasar1 olusturmaktadir (32, 33). Lenfositler aktiflesince; CTGF, TGF-B ve PDGF
salgilamaktadir. Salgilanan TGF-B; endotelyal hasara ve MHC ile birlikte
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interselliiler adhezyon molekiiliiniin (ICAM-1) ekspresyonuna neden olmaktadir.
PDGF; endotel hiicre proliferasyonunu uyararak ve VEGF miktarin1 azaltarak
neovaskiilarizasyona neden olmaktadir (120). Endotelyal hasar ve aktivasyon
olusmasmi takiben vazokonstriktér bir madde olan ET-1 miktarinda artis ve
vazodilator mediatér olan NO miktarinda azalma olmas1 nedeniyle vazomotor tonus
kaybolmaktadir (34). Hasar bolgesine inflamatuvar hiicreler kemoatraksiyon ile
gelmekte ve damar duvarma yapismaktadir (35, 36). Trombositler temas ettigi
subendotel ile adhezyona ugrayarak fibrin birikimi ve intravaskiiler trombus
olusumuna neden olmaktadirlar. Damar duvarinda mevcut olan kas hiicreleri de
aktive olarak intimaya dogru ilerleyerek myofibroblastlara dontismektedir.

Sklerodermada vaskulopati, immiin aktivasyon dermal fibrozdan yillarca
once baslamaktadir. Hastaligin ilerleyen yillarinda dermal alanda endotelyal hiicre
aktivitesinde ve inflamatuar hiicre sayisinda azalma olusmaktadir. Bu hiicrelerin ise
baslangigta fibroblastlar1 aktive ettigi kabul edilmektedir. Inflamatuar hiicre sayis1 ve
aktivitesinde azalmaya karsin sahada fibroblastlar hala etkindir. Dermal fibroza bagh
olarak olusan doku hipoksisi, artmis doku basincina karsin etkinligine devam eden
bu fibroblastlar morfolojik olarak baslangictakinden farklidir. Bu doniisiimiin yani
sara, komsu non-fibroblastik hiicrelerin de fibroblastik hiicrelere doniistiigii ortaya
konulmustur. Adiposit, perisit ve epitelyal hiicreler fibroblastlara doniisebilen non-
fibroblastik hiicrlerdir.

Whnt/Bkatenin sinyal yolagi embriyogenez ve organogenezde etkindir. Bu
siirecte hiicre-hiicre etkilesimi ve hiicre doniisiimiinde goérev almaktadir. Deneysel
skleroderma modellerinde Wnt2, Wntl0Ob ve Wntll ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (109, 110). Ek olarak, skleroderma hastalarinin deri 6rneklerinde Wntl
ve Wntl1 ekspresyonunun arttigi, Wnt/B-katenin sinyal yolagi inhibitorlerinden olan
DKK1’in ekspresyonunun ise azaldigi bildirilmistir (111). Ayrica, hastalarin deri ve
akciger Orneklerinde [-katenin diizeyinin artmis olmasit Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin aktif oldugunu desteklemektedir (111). Wnt3 ve Wntl0Ob’nin in vivo
uygulamalar1 dermal fibroza neden olmustur. Bir in vitro c¢alismada, Wnt3
uygulamasi miyofibroblastik aktivitenin belirteci olan diiz kas aktin (SMA)
ekspresyonunu artirmistir.  Sklerodermada, aktive olan Wnt/B-katenin sinyal

yolagmin fibrotik siirece fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimii ve hatta non-
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fibroblastik hiicrelerin fibroblastik hiicrelere doniisiimii asamasinda katki sagladigi
disiiniilmektedir (110).

Calismamizda, BLM uygulamalar1 ile belirgin dermal fibroz olusmus
beraberinde axin-1 ve wnt-2 mRNA ekspresyonlar1 belirgin artmisti. Axin-1 ve wnt-
2 mRNA ekspresyonlarmin artmasi dermal fibrozda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
aktif oldugunu desteklemektedir.

Parikalsitol, 19-nor-1,25-hidroksi-vitamin D2 molekiil yapisinda olan sentetik
bir vitamin D analogudur (112). Parikalsitol, proinflamatuar sitokin salinim
inhibisyonu, monosit/makrofaj infiltrasyonunun inhibisyonu, myofibroblast
aktivasyonunu engellemesi, fibronektin, TGF-B1, tip I ve III kollojen ekspresyonunu
baskilanmas1 gibi etkileriyle renal hasarmn gelismesi iizerinde olumlu etkiler
saglamaktadir (116). Calismamizda, parikalsitol BLM ile uyarilmis dermal fibroz
modelinin erken ve gec¢ evresinde inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve dermal
fibrozu belirgin geriletmistir.

Sklerodermanin patogenezi net olarak bilinmemekte, ancak kollajen ve diger
ESM molekiillerinin asir1 sentez ve depolanmasi ile fibroz olugsmaktadir (40). ESM
iretiminden aktif fibroblastlar (miyofibroblastlar) sorumludur (41, 42). Aktive
endotelyal hiicreler ve inflamatuar hiicreler hiicre-hiicre etkilesimi ile dogrudan ve
cesitli sitokin, adezyon molekiilii ve biliylime faktorii iiretimi ile dolayli olarak
fibroblastlar1 aktive edebilmektedir. TGF-f bu asamalarda Onemli gorevler
istlenmektedir (43). Sunulan calismamizda BLM ile uyarillan dermal fibroz
modelinde TGF-B1 mRNA expresyonunun arttig1 saptanmustir.

Transforming growth factor renal fibrozun da 6nemli bir aracisidir. Sisplatin
ile tedavi edilen ratlarda parikalsitoliin sisplatin kaynakli renal hasari, fibrozu ve
apoptozu gerilettigi gosterilmistir (121). Ek olarak; parikalsitoliin obstriiktif
iropatimodelinde T hiicrelerinin ve makrofajlarin filtrasyonunu azaltt1 bildirilmistir
(19). Parikalsitoliin siklosporin (CsA) kaynakli bobrek hasari lizerindeki koruyucu
etkisinin degerlendirildigi bir diger calismada, parikalsitol 28 giin boyunca farelerde,
CsA (15 mg/kg/giin) ile es zamanli uygulandiginda anti-inflamatuar ve anti-fibrotik
etkiler gosterdigi ortaya konulmustur (122). Insan bdbrek epitelyal hiicre yamitlar
iizerinde, D vitamini analog paricalcitolun koruyucu etkilerini inceledigi bir

calismada TGF-B1-kaynakli fibrozda belirgin gerileme gozlenmistir (123).
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Calismamizda, parikalsitoliin  hem profilaktik hem de terdpatik
uygulamalarinda histopatolojik olarak dermal nekroinflamasyon ve dermal fibrozda
gerileme tespit edilmistir. Parikalsitoliin anti-fibrotik etkileri TGF-f {iretimini
baskilamasi ile iligkilendirilebilir. Calismamizda, parikalsitol gruplarinda TGF-B1
mRNA ekspresyonlar1 belirgin azalmisti. Diger taraftan, vitamin D’nin VDR
araciligr 1ile transkripsiyon faktorlerinden TCF-4’tin B-katenine baglanmasini
yarigmali olarak inhibe ettigi bilinmektedir (16, 17). Hiperkalsemik olmayan sentetik
vitamin D analogu olan parikalsitol bdylece Wnt/B-katenin sinyal yolagi
aktivitelerini engeller (18). Parikalsitoliin dermal fibrozdaki anti-fibrotik ektisi
Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivitelini baskilamas1 ile de iligkili olabilir.
Calismamizda, parikalsitol uygulamalarmin ek olarak axin-1 ve wnt-2 mRNA
ekspresyonlarini belirgin azalttig1 ortaya konulmustur.

Sonug olarak, calismamizda BLM ile uyarilmig dermal fibroz modelinde
axin-1 ve wnt-2 ekspresyonlarmin belirgin artmis oldugu parikalsitol ile tedavi
edildiginde axin-1 ve wnt-2 ekspresyonlarmin azalmis oldugu, ek olarak
histopatolojik olarak dermal nekroinflamasyonu ve dermal fibrozu gerilettigi
gozlendi. BLM ile wuyarilmis dermal fibroz modelinde axin-1 ve wnt-2
ekspresyonlarinin artmis olmast Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasmin dermal
fibrozda aktif oldugunu desteklemektedir. Ek olarak, parikalsitol antifibrotik
potansiyele sahiptir ve bu etkisi Wnt/B-katenin sinyal mekanizmas: iizerine etkisi ile

iliskili olabilir
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