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OZET

Skleroderma, endotelyal hasar ve diffiiz interstisyel fibroz ile karakterize bir
bag dokusu hastalig1 olup, hastaligin seyri sirasinda goriilen akciger fibrozi mortalite
ve morbititenin en Onemli nedenlerinin basinda gelmektedir. Sklerodermanin
patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte vaskiilopati ve immiin aktivasyonun
patogenezde Oonemli roller aldigi diisiiniilmektedir. Lapatinib, 4-anilinoquinoline
tiirevi olan bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. EGFR-1 ve 2’nin intraseliiler tirozin kinaz
bolgelerine reversibl olarak baglanir ve substrat fosforilasyonunu inhibe eder.
Boylece, MAPK ve PI3K gibi 6nemli pek ¢ok yolagin akismni durdurur. Sonug
olarak, hiicre siklus ilerlemesi, apoptoz, anjiogenez ve hiicre adhezyonunu
etkilemektedir. Calismamizin amaci, bleomisin (BLM) ile olusturulmus deneysel
skleroderma modelinde lapatinib uygulamalarmin profilaktik ve terdpatik
etkinliklerinin belirlenmesidir.

Calismaya ortalama 6 hafta yasinda ve 20-25 gram agirliklarinda, 60 adet
Balb/c disi fare almarak 6 esit gruba ayrildi (her grupta n=10). Bleomisin
uygulanmayacak olan kontrol grubu farelere (grup A ve grup D), her giin sc fosfat ile
tamponlanmis salin (FTS) uygulandi. BLM, FTS icerisinde ¢oziindiiriilerek, B ve C
grubundaki farelere 3 hafta boyunca, E ve F grubundaki farelere 6 hafta boyunca her
giin sc 100 pL (100 pg) dozunda uygulandi. BLM’e ek olarak, C grubu (profilaktik
lapatinib) farelere ¢alismanin ilk gliniinden baslayarak, F grubu (terépatik lapatinib)
farelere ise 21. glinden baslayarak, calisma sonuna kadar her giin 30 mg/kg dozunda
lapatinib sc yolla giinde bir defa uygulandi. A, B ve C grup fareler 3. hafta; D, E ve
F grubu fareler 6. hafta sonunda sakrifiye edildi ve yapilacak analizler i¢in doku
ornekleri alindi. Doku TGF-B1 ve fibronektin-1 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 ve fibronektin-1 mRNA
ekspresyonlar1 belirgin arti. Lapatinibin hem profilaktik hem de terdpatik
uygulamalarinda TGF-B1, ve fibronektin-1 mRNA ekspresyonlar1 belirgin azaldi. Ek
olarak, histopatolojik olarak dermal nekro inflamasyon ve dermal fibrozda gerileme

tespit edildi.
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Sonug olarak lapatinib BLM ile uyarilmis dermal fibroz modelinde anti-
fibrotik etkiler sergileyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel skleroderma, tirozin kinaz, lapatinib



ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF LAPATINIB TREATMENT ON BLEOMYCIN
INDUCED EXPERIMENTAL SCLERODERMA MODEL

Scleroderma is a connective tissue disease characterized by endothelial
damage and diffuse interstitial fibrosis. Pulmonary fibrosis occuring during the
course of disease isone of the most important causes of morbidity and mortality.
Although the pathogenesis of scleroderma is not exactly known, it is thought that
vasculopathy and immune activation take important roles in pathogenesis. Lapatinib,
a tyrosine kinase inhibitor, is a derivative of 4-anilinoquinol. It reversibly binds
intracellular-tyrosine kinase regions of EGFR1 and 2, and inhibits substrate
phosphorylation. Thus, it stops the flow of many important pathways such as MAPK
and PI3K. Consequently, it affects cell cycle progression, apoptosis, angiogenesis
and cell adhesion.

The purpose of our study is to determine the prophylactic and therapeutic
efficacy of lapatinib on bleomycin (BLM) induced experimental model of
scleroderma. 60 Balb/c female mice with average of 6 weeks of age and 20-25 grams
in weight were included in this study and they were divided into 6 equal groups as 10
in each group. To the control mice (group A and group D), sc daily saline buffered
with phosphate (PBS) was administered. BLM dissolving in FTS was administered
daily for 3 weeks to the rats in groups B and C and for 6 weeks to mice in groups E
and F sc at a dose 100 mcL (100 mcg). In addition to the BLM, rats in Group C
(prophylactic lapatinib) starting from the first day of the study and group F
(therapeutic lapatinib) from day 21, received sc lapatinib at a dose of 30 mg/ kg until
the end of study. Mice in group A, B and C were sacrified on third week and those in
group D,E and F on sixth week and tissue samples were removed for analyzes.
Tissue TGF-B1 and fibronectin-1 mRNA expressions were determined by RT-PCR
method.

Repeated subcutaneous administration of BLM caused, in early and late
stages, dermal inflammatory cell infiltration, increase in dermal thickness dermal
fibrosis. Similarly; TGF-B1 and fibronectin-1 mRNA expressions were evidently
increased. In both prophylactic and therapeutic applications of lapatinib, TGF-B1 and

fibronectin-1 mRNA  expressions decreased markedly. In  addition,
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histopathologically dermal necro- inflammation and fibrosis wer detected to be
decreased.

Lapatinib may exhibit anti-fibrotic effects in BLM-induced dermal fibrosis
model. Studies show that lapatinib is a potential therapeutic agent but it needs to be
confirmed with in vivo studies.

Keywords: Experimental scleroderma, tyrosine kinase, lapatinib.
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1. GIRIS

Skleroderma (SSc), deri ve i¢ organlarda ilerleyici fibroz ile karakterize bir
bag dokusu hastaligidir. Patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte vaskiilopati,
immiin bozukluk ve bircok organda yaygin fibroz ile karakterizedir. Bir¢cok sistemi
etkilemekle birlikte organ tutulumunun siddeti oldukca heterojendir. Gelisen fibroz
ve mikrovaskiiler patolojiye bagl olarak kalp, akciger, bobrek ve gastrointestinal
sistem etkilenebilmektedir (1).

Skleroderma hastalarmin deri biyopsilerinde T lenfositler, mast hiicreleri ve
makrofajlar basta olmak iizere inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptanmistir (2). Ek
olarak, skleroderma hastalarinda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL)-2,
IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin serum diizeylerinin yiikseldigi ve deri tutulumunun
siddeti ile korele oldugu gosterilmistir (3). Aktive endotelyal hiicreler ve inflamatuar
hiicreler hiicre-hiicre etkilesimi ile dogrudan ve ¢esitli sitokin, adhezyon molekiilii ve
bliylime faktorii iiretimi ile dolayli olarak fibroblastlar1 aktive edebilmektedir.
Transforming growth factor (TGF)-f3 bu asamalarda 6nemli gorevler iistlenmektedir
.

Ek olarak, epidermal growth factor (EGF) SSc patogenezinde rol alan
hiicrelerin proliferasyon ve differansiasyonunda énemli gorevler iistlenmektedir (5).
Insan dermal fibroblast hiicre kiiltiiriinde, in vitro EGF uygulamalar1 TGF-B
reseptori tip II (TGFBRII)’nin ekspresyonunu uyarmistir (6). Yaygin cilt tutulumlu
skleroderma (dcSSc) hastalarindan elde edilen inflamatuar hiicrelerde (7) ve
skleroderma dermal fibroblastlarda (8). EGF ekspresyonunun yiiksek oldugu
gosterilmistir.

Epidermal growth factor ve TGF-a, tip 1 tirozin kinaz reseptor ailesi, ErbB
(ErbB1, ErbB2, ErbB3 ve ErbB4’ten olusur) reseptorlerini uyaran peptid ligand
ailesindendir. ErbB1 EGF reseptorii-1 (EGFR-1), ErbB2 ise EGFR-2 (HER?2) olarak
da bilinir (9). Ekstaseliller liganda baglanma ile EGFR uyarildiginda, sinyal
kaskadindaki proteinleri harekete geger ve tirozin otofosforilasyonu ve tirozin kinaz
aktivitesi baglar. Mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K), phospholipase Cy ve signal transducers and activators of transcription

(STAT) gibi ¢cok sayida sinyal yolaklar1 EGFR tarafindan aktive edilmektedir (10).



Lapatinib, 4-anilinoquinoline tiirevi olan bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (11).
EGFR-1 ve -2’nin intraseliiler tirozin kinaz bolgelerine reversibl olarak baglanir ve
substrat fosforilasyonunu inhibe eder (12). Boylece MAPK ve PI3K gibi 6nemli pek
cok intraselliiler yolagm akisin1 durdurur. Boylece, SSc patogenezine etkileri olan,
hiicre siklus, apoptozis, anjiogenezis ve hiicre adhezyonu etkilenmektedir (12, 13).
Lapatinibin ifade edilen reseptor, hiicre igi yolaklar ve hiicre davranislar1 {izerine

olan bu etkileri SSc tedavisinde etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1 Skleroderma

Skleroderma cilt ve i¢ organlarda fibroz gelisimi ile karakterize etyolojisi

bilinmeyen bir bag dokusu hastaligidir.

1.1.1.1. Tan1 Ve Siniflama

Skleroderma terimi ciltte goriilen kalinlagmay1 tanimlamakta ve sistemik
sklerozis disinda birgok klinik tabloda ortaya c¢ikabilmektedir. American College of
Rheumatology (ACR) grubunun belirledigi siniflandirma kriterlerine gére 1 major ve
2 minor kriter varhginda % 91 duyarlibk ve % 99 Ozgiillik ile SSc tanisi
koyulabilmektedir (14).

ACR Skleroderma Siniflandirma Kiriterleri:

Major: Metakarpofalangeal eklemlerin proksimaline kadar uzanan cilt
sertligi

Minor: Sklerodaktili

- Parmak u¢larinda iilser skari

- Bibaziler pulmoner fibroz

Ek olarak, 2013 de SSc i¢in yeni tani kriterleri yayinlanmistir (Tablo 1).

Bu kriter setinde Raynaud fenomeni (RF), parmaklarda 6dem, anormal
kapilleroskopik bulgular ve otoantikorlar eklendiginden, erken tami imkani

saglamaktadir.



Tablo 1. ACR/EULAR 2013 sitemik skleroz klasifikasyon kriterleri

Her iki elde parmaklar ve Metakarpofalangeal 9
eklemlerin proksimalinde deri kalinlagsmas1

Parmaklarda deri kalinlagmasi Sis (puffy) parmaklar 2
(Yanlizca viiksek olani) Sklerodaktili 4
Parmak ucu lezyonlar1 Purmak ucu {iilserleri 4
(Yanlizca yiiksek olani) Pitting skar 3
Telenjiektazi 2
Anormal tirnak yatagi kapiller 2
PAH ve veya Interstisyel Akciger Hastalig PAH 2
(maksimum skor 2) Interstisyel Akciger Hastalig 2
RF Anti-sentrorner Ak 3
Sistemik skleroz iligkili otoantikorlar Anti-Scl 70 Ak 3
(maksimum skor 3) Anti-RNA polimeraz III Ak

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

1.1.1.2. Epidemiyoloji

Skleroderma insidans ve prevalanst populasyonlara gore farklilik
gostermekte, bu da genetik predispozisyonun ve ¢evresel faktorlerin epidemiyolojide
rol oynadigim diisiindiirmektedir. Prevalansi yaklasik milyonda 250 iken, insidansi

milyonda 20°dir. Kadinlarda 3 kat daha sik gorilmektedir (15, 16).

1.1.1.3. Etyoloji

Skleroderma gelisiminde c¢evresel ve genetik faktorlerin rol oynadigi
diistiniilmektedir.

Sklerodermada en gbéze carpan genetik faktor cinsiyettir. Diger bir risk
faktorii de insan major histokompatibilite kompleksi (MHC) olup, sklerodermada
class I ve II MHC allellerinin sikliginda artis bildirilmistir. Diger taraftan, MHC
allellerinin dogal seyirleri ve diger genlerle ( HLA Bw35, DR1, DRS veya HLAI-BS8-
DR3 vb.) olan iligkileri tartismalidir (17). Insan l8kosit antijenleri (HLA) ile
skleroderma arasindaki iligskiyi arastiran bir ¢alismada, HLA A23, B18 ve DRI1
sklerodermali hasta popiilasyonunda yiiksek saptanmistir. Skleroderma alt tipleri ve
HLA antijenleri arasinda bir korelasyon bulunmazken, HLA B18 ve HLA DR11’in
sklerodermanin daha agir seyirli formlariyla iliskili olabilecegi bildirilmistir (18).

Silika tozlari, vinil klorid, L-triptofan, meme silikon implantlar1 ve organik
coziicliler skleroderma ile iligkilendirilen cevresel faktorlerdir (19). Mesleksel
ugrasilar nedeniyle vinil klorid ile karsilasan iscilerin gogunda RF ve sklerodermaya

0zgii deri bulgular1 gézlenmektedir (20).



Bakteriyel ve wviral g¢esitli enfeksiydoz ajanlarm (helikobakter pilori,
sitomegaloviriis [CMV], parvovirus B19, epstein bar virus [EBV] ve retroviruslar)

skleroderma etiyolojisinde rol alabilecegi diistiniilmiistiir (21).

1.1.1.4. Patogenez

Skleroderma, tek bir teori ile agiklanmasi miimkiin olmayan olduk¢a karisik
bir patogeneze sahiptir. Klinik ve patolojik bulgulardan sorumlu ii¢ ana mekanizma
oldugu diistiniilmektedir (15).

1. Vaskiiler hasar (6zellikle mikrodolasimda)

2. Immun sistem aktivasyonu / inflamasyon

3. Fibroz

1.1.1.4.1. Vaskiiler hasar

Sistemik skleroz (SSc) patogenezinde, vaskiiler disfonksiyonun en erken
evre oldugu diisiiniilmektedir (22). Ozellikle mikrodolasimda goriilen endotelyal
hasar, aktiflesmis lenfositler tarafindan iiretilen sitokinlerle ve endotelyal hiicrelere
kars1 gelisen antikorlarla olugsmaktadir (23, 24).

Aktive lenfositler, TGF-B, CTGF ve PDGF salgilamaktadir. TGF-B,
endotelyal hasara ve MHC ile interselliller adhezyon molekiiliiniin (ICAM-1)
ekspresyonuna yol agmaktadir. PDGF, endotel hiicre proliferasyonunu uyarmakta ve
VEGF miktarini azaltmakta, sonug olarak neovaskiilarizasyonu uyarmaktadir (22).

Endotelyal hasar ve aktivasyon olustuktan sonra, vazokonstriktor bir madde
olan endotelin-1 (ET-1) artmakta ve vazodilatér mediatdr olan nitrik oksit (NO)
azalmakta ve sonu¢ olarak normal vazomotor tonus kaybolmaktadir (24). Ayrica
inflamatuvar hiicreler kemoatraksiyon ile hasar bolgesine gelmekte ve damar
duvarina yapismaktadir (25, 26). Subendotel ile temas eden trombositler adhezyona
ugrayarak fibrin birikimi ve intravaskiiler trombiis olusturmaktadir. Damar
duvarindaki kas hiicreleri de aktive olarak intimaya dogru ilerlemekte ve
myofibroblastlara doniismektedir. Bu degisiklikler sonucunda vaskiiler proliferasyon,
damar limeninde kii¢lilme, kan akiminda azalma olusmakta ve klinik bulgular olan
Raynaud fenomeni, parmak iskemisi ve iilserler ortaya ¢ikmaktadir. Ileri evrelerde

damar kayb1 ve neoanjiogenez ortaya ¢ikmaktadir (27).



1.1.1.4.2. immun aktivasyon / inflamasyon

Sklerodermada ortaya ¢ikan otoantikorlar, humoral immunitenin patogenezde
rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Hastalarm % 90’inda antiniikleer antikor (ANA)
pozitif saptanmaktadir. Anti Scl70 antikor yaygin cilt tutulumlu sistemik skleroz (dc
SSc)’lu hastalarin biiylik ¢ogunlugunda bulunurken,sinirli cilt tutulumlu sistemik
skleroz (1cSSc)’lu hastalarin % 30-40’inda pozitif saptanmaktadir. Antisentromer
antikorlar ise Ic SSc’li hastalarin % 80-90’mnda pozitif bulunmaktadir (15).

Sklerodermada hastalifa 6zgii otoantikorlarin saptanmasi, otoantikor tipi ile
hastalik fenotipleri arasindaki iliski (Tablo 2) ve hipergamaglobulinemi, B
lenfositlerin SSc patogenezindeki roliine isaret etmektedir.

Tablo 2. Sklerodermaya 6zgii otoantikorlar ve bu otoantikorlarin skleroderma alt

gruplar1 ve klinik bulgular ile iliskiler1

Hedef antijenler SSe alt gruplar 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

UI-RNP MCTD PAH

RNA polimeraz I11 dcSSc Yaygin cilt tutulumu, renal kriz

RNP; riboniikleoprotein, PM/Scl; polimiyozit/skleroderma, RNA; riboniikleik asit, dcSSC; yaygin cilt
tutulumlu sistemik skleroz, 1cSSc; sinirli cilt tutulumlu sistemik skleroz, MCTD; mikst bag dokusu

hastalig1, ILD; interstisyel akciger fibrozu, PAH; pulmoner arteryel hipertansiyon.

Diger taraftan, SSc’de B lenfosit homeostazinda degisiklik, poliklonal
hiperaktivasyon, duyarli B lenfositlerde artis ve hafiza B lenfositlerde azalma oldugu
gosterilmistir (28). Ek olarak, endotelyal hasara yol agan anti-endotelyal hiicre
antikoru (AECA) B lenfositler tarafindan tiretilmektedir.

Cilt ve visseral organlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonunun saptanmasi,
hiicresel immunite aktivasyonunun bir gostergesidir. Mononiikleer hiicreler 6zellikle

CD4 T lenfositten olusmaktadir (29, 30).

1.1.1.4.3. Fibroz

Sklerodermali hastalarda, fibroblastlar tarafindan iiretilen Tip 1 ve Tip 3
kollojen miktarinda artis goriilmektedir. Bag dokusundaki asir1 ekstraselliiler matriks

(ESM) birikiminin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte bilinmeyen bir hasara



cevap olarak yada matriks protein gen ekspresyonunun diizenlenmesindeki
degisimlere bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Dokudaki inflamatuvar
hiicrelerden salinan birgok sitokin ve biliylime faktorlerinin kollojen gen
ekspresyonuna yol agtig1 bilinmektedir (31).

Transforme edici bliytime faktorii (TGF)—f, aktive lenfosit ve monositlerden
sallnmakta ve ESM sentezini uyararak, SSc’deki fibroz gelisiminde temel roli
oynamaktadir (32). Ayrica kollojeni yikan matriks metalloproteinazlarmin iiretimini
azaltmakta ve proteaz inhibitorlerinin iiretimini arttirmaktadwr. Boylece ESM
yikimini dnlemektedir (33). Bir diger doku fibroz mediatorii kollajen doku biiyiime
faktorii (CTGF) olup, cilt ve akciger fibroblastlar1 tarafindan sentez edilmektedir
(34).
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Sekil 1. Skleroderma Patogenezi

1.1.1.5. Klinik bulgular

Skleroderma klinik bulgularina gore, temelde lokalize ve sistemik
skleroderma olarak iki alt gruba ayrilir. Lokalize formlarda (Tablo 3), sistemik

sklerodermadan farkli olarak RF, yapisal vaskiiler zararlanmalar (dijital tlserler,
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pulmoner arteryler hipertansiyon [PAH] vb.), otoimmun belirte¢lerde olumluluk ve
i¢ organ tutulumlar1 bulunmamaktadir. En sik goriilen lokalize skleroderma formu
olan morfea, morfolojik paterni ve etkilenen deri dokusunun genisligine gore alt
gruplara ayrilmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Skleroderma grubu hastaliklarin siniflandirilmasi (22, 35).

Lokalize (35) Sistemik (22)
1. Plak morfea 1. Pre-skleroderma
a. Plak morfea 2. Smirl kutandz sistemik skleroz
b. Guttat morfea (1cSSC)
c. Pasini ve Perini atrofodemas: 3.  Diffiiz kutantz skleroderma
d. Keloid morfea (deSSC)
2. Yaygin morfea 4.  Sklerodermasiz skleroderma
3. Biill6z morfea 5. Cakisma sendromlar1

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

Sistemik formlarda (Tablo 3), deri tutulumuna vaskiilopati, otoimmiinite
kanitlar1 veya i¢ organ tutulumuna iliskin klinik bulgular eslik etmektedir.
Hastalardaki ilk yakmmalar ve klinik bulgular ¢ogu 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 baslayan sertlesmedir. Bu asamadan sonraki klinik seyir olduk¢a
degiskendir. Klinikte en sik karsilasilan sistemik formlar olan dcSSC ve lcSSc, temel
olarak cilt tutulumu lokalizasyonu ve genisligine gore ayrilmis olmakla birlikte,
pekgok yoniiyle farkliliklar gostermektedirler. Preskleroderma ve sklerodermasiz
skleroderma (scleroderma cine scleroderma) nadir karsilasilan diger sistemik klinik
formlardir (Tablo 3). Preskleroderma, tipik deri tutulumu olmaksizin, RF ve SSc’ye
0zgli otoantikorlarm pozitif oldugu veya twnak yatagi kapilleroskopik
anormalliklerinin eglik ettigi klinik formdur. Sklerodermasiz sklerodermada ise
SSc’ye ozgii deri tutulumu bulunmaksizin, SSc’nin tipik i¢ organ tutulumlari

gozlenmektedir.



Smirl cilt tutulumlu SSc’de, deri tutulumu, goévde tutulumu olmaksizin,
ekstremitelerin distal kisimlarina yerlesiktir. RF, 1cSSc hastalarmin ¢ogunda, deri
tutulumundan ortalama 5-10 yil Once baslamaktadir. 1cSSc’de, dcSSc ile
karsilastirildiginda, i¢ organ tutulumlar1 daha az goriilmekte veya daha gec donemde
ortaya ¢ikmaktadir. IcSSc’nin sik karsilagilan klinik bulgular1 kalsinoz, RF, 6zefagus
dismotilitesi, sklerodaktili ve telenjiektazi olup, bu bulgular CREST sendromu olarak
isimlendirilmistir. Ek olarak, interstisyel akciger fibrozu (ILD) olmaksizin gelisen
PAH, 1cSSc’nin 6nemli bir komplikasyonudur. 1cSSc’de siklikla anti-sentromer
antikor pozitifligi vardir. IcSSc’nin prognozu, dcSSc’den daha iyidir.

Cilt tulumunun ekstremitelerin proksimaline ve govdeye kadar ilerledigi form
dcSSc olarak adlandirilmaktadir. 1cSSc’den farkli olarak, dcSSc’de RF ile deri
tutulumu baslangici arasindaki siire daha kisadir. Bu grup hastalarda, siklikla anti-
sentromer antikor negatif, anti-scl-70 (anti-topoizomeraz-I) antikoru ise pozitiftir.
dcSSc’de, i¢ organ tutulumu (akciger, kalp, bobrek ve gastrointestinal sistem) daha

siktir ve prognoz daha kotiidiir.

1.1.1.5.1. Cilt Tutulumu

Skleroderma cilt tutulumunda sirasiyla 6dematdz, enduratif ve atrofik fazlar
birbirlerini izler. Hastalar baslangicta, 6zellikle sabahlar1 ortaya ¢ikan parmaklardaki
gerginlik ve siglikten yakmirlar (6dematdz faz). Cogu olguda sislik devamli bir hal
alir. Odem genellikle agrisiz ve gode birakmamasma karsin, gode birakan 6dem de
goriilebilir. Bu fazin siiresi degiskendir. Cogu zaman, 6dem daha sonra deri sertligi
ile yer degistirmektedir. Deri sertligi dcSSc’de birkag ay i¢inde, IcSSc’de ise birkag
yilda ortaya ¢ikabilir. Deri sertligine ek olarak, etkilenen deri zamanla parlaklik
kazanmaya, gerginlesmeye ve cilt alt1 dokusuna sikica yapigsmaya baslar. Endurasyon
fazinda dermiste Onemli derecede kalinlagma, epidermisde ise incelme gozlenir.
Dermiste kollajen birikimi, deride kivrim (pili) olusmasmin kaybma ve kil
folikiillerinin, ter bezlerinin, yag bezlerinin kaybina neden olur.

Sonugta, sa¢ kaybi ve terlemede azalma baslar. Eritem gozlenebilir, ancak
siklikla hiperpigmentasyon veya hipopigmentasyon alanlar1 bulunmaktadir. Yiizdeki
degisiklikler karekteristiktir. ‘Sikilmis burun’ goriniimii  vardir. 1cSSc’de

telenjiektaziler daha belirgindir. Yillar sonra deri sertligi yumusamaya baglar veya



normal kalinligina geri doner ya da normal deriden daha ince bir hal alir (atrofik faz)
(36).

Skleroderma hastalarinda deri tlserinin etiyolojisi multifaktoryeldir. Parmak
iilserleri siklikla iskemi nedeniyle olusur. Kemik c¢ikintilar1 ve proksimal
interfalengeal eklemler diizeyindeki ve dirseklerdeki tilserler olasilikla kontraktiir,
gerginlik, cilt inceligi ve travma sonucu gelisir.

Diffiiz SSc veya 1cSSc’li hastalarda, ilerleyen yillarda, siklikla degisik
biiytiikliikte subkutan ve/veya intrakutan kalsinoz (kalsiyum depozitleri) olusur. Bu
depozitler en ¢cok parmak yastik¢iklarinda ve periartikiiler dokularda gozlenir. Ayrica
olekranon bursasi, Onkolun ekstensér ylizeyi, patella {lizeri ve kalgalar gibi

tekrarlayan basing travmasi olan bélgelerde de bulunabilir (36).

1.1.1.5.2. Raynaud Fenomeni

Sklerodermali hastalarm % 95’inden fazlasinda RF goriiliir. RF, soguk veya
strese karst asir1 vaskiiler yanit olarak tanimlanmaktadir. Bu vaskiiler yanit, deride
belirgin renk degisikligine neden olur. Parmaklar daha sik etkilenir, ylizde de ataklar
goriilebilir. Tipik RF atagi, 3 fazli bir olaydir. I1k faz, solukluk ile karekterizedir. Bu
faz1 siyanoz izler, daha sonra kan akiminin yeniden saglanmasi ile agrili eritem
seklinde 3. faz gézlenir. Bu 3 faz sirasiyla vazokonstriiksiyon, iskemi ve reperflizyon
nedenleriyle olusmaktadir. Agir formlarda parmak uclarinda kii¢iik iskemik nekroz
alanlar1 g6zlenebilir (36).

Raynaud fenomeni, Le Roy ve Medsger (37) tarafindan Onerildigi sekilde,

primer ve sekonder tip olarak simiflandirilmaktadir

1.1.1.5.2.1. Primer Raynaud fenomeni

Primer RF, altta yatan herhangi bir neden bulunmaksizin meydana gelir.
Siklikla, 15-30 yaslar arasindaki kadinlarda goriilmektedir. Hastalarin yaklasik %
30’nun birinci derece akrabalarinda, RF 0Oykiisi bulunmaktadir. Bu grupta
sedimantasyon hiz1 normal, otoantikorlar negatif ve normal kapilleroskopi bulgular1

vardir. Periferik nabizlar normaldir, parmaklarda iilser ve skar gézlenmez (37).



1.1.1.5.2.2. Sekonder Raynaud fenomeni

Sekonder RF’nin en sik nedenleri skleroderma, SLE ve diger bag dokusu
hastaliklaridir (Tablo 4). Sekonder RF’li hastalarda genellikle ciddi parmak iskemisi,
dijital tlserler ve siklikla agr1 bulunmaktadir. Bu grupta otoantikorlar pozitif ve
anormal tirnak yatagi kapilleroskopi bulgular1 vardir (37).

Tablo 4. Sekonder Raynaud Fenomeni Nedenleri

Bag doku hastaliklar: Mesleki Nedenler

Polimiyozit- Dermatomiyozit

Skleroderma

Sjogren Sendromu

SLE

Sistemik vaskiilitler
Farklilasmamis Bag Doku Hastalig1

ila¢ ve Toksinler

Sempatomimetik ajanlar

Vibratorlerle ¢alisma
Yapisal Arter Hastaliklar
Ateroemboli
Ateroskleroz
Torasik Outlet Sendromu
Takayasu Arteriti
Burger Hastalig1
Hematolojik Hastaliklar
Soguk Aglutinin Hastalig1

P Blokerler Kriyoglobulinemi

Klonidin Paraproteinemi

Metiserjid Polisitemi

Ergotamin Diger Nedenler

Ostrojen Hipotroidi

Vinblastin, Bleomisin Paraneoplastik Sendromlar

Kokain Domna

Siklosporin Kaipal Tiinel Sendromu

Interferonlar POEMS (Polrnéropati. Organomegali.
Endokrinopati. Monoklonal Gammopati ve Cilt
Degisiklikleri ).

1.1.1.5.3. Gastrointestinal Sistem Tutulumu

Sklerodermada, gastrointestinal sistem deriden sonra en sik etkilenen
bolgedir. Tim hastalarin % 75-90’inda gastrointestinal sistem tutulumu oldugu
varsayilmaktadir (38). Gastrointestinal sistem tutulumunun karakteristik 6zelligi, diiz
kas fibrozudur (39). Hastalarin yaklasik % 80’inde 06zefageal disfonksiyon
gelismektedir. Hastalarda alt 6zefagus sfinkter basincinda azalma, 6zefageal klirenste
bozulma ve gastrik bosalmada gecikme olmasi nedeniyle gastrodzefageal refli
(GOR) hastalig: gelisir (36).

Sklerodermanin gastrik tutulum belirtileri, gastrik vaskiiler degisikliklerin
neden oldugu gastrik antral vaskiiler ektazi, gastroparezi ve telenjektazi olarak

siralanabilir. Baz1 hastalarda, postprandiyal abdominal distansiyon ve kramp tarzinda
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abdominal agr1 saptanabilir (38). Ayrica, {ist gastrointestinal sistem kanamasi da
olabilir.

Hastaligin ince barsak tutulumunda 2 klinik tablo ile karsilagilir. Birincisi,
asir1 bakteri ¢cogalmasi nedeniyle gelisen diyare ve malabsorbsiyon, ikincisi ise
mekanik ileus semptomlarini taklit eden fonksiyonel ileustur (psddoobstriiksiyon).

Kolonik ve anorektal tutulumda ise siddetli konstipasyon gozlenir. Kolonik
tutulumda, ek olarak megakolon ve divertikiil gelisebilir. Anorektal kapasite, motilite
ve komplians azalmasi ile sfinkter basincinda azalma, rektal prolapsus ve fekal

inkontinansa neden olabilir (38).

1.1.1.5.4. Akciger Tutulumu

Sklerodermada gastrointstnol sistemden sonra en sik tutulan organ
akcigerlerdir. Akciger tutulumu, % 40-90 sikliginda bildirilmektedir. Erkek cinsiyet,
dcSSc, difiizyon kapasitesinde azalma ve inflamatuar belirtecler akciger tutulumunun
siddeti ile iligkilendirilmektedir (40).

Sklerodermada ILD ve Pulmoner arteryel hipertansiyon (PAH) olmak {izere
iki tip pulmoner tutulum izlenmektedir (41). ILD, hem IcSSc hem de dcSSc
tiplerlerinde en sik karsilagilan pulmoner tutulum tipidir. ILD prevalans: taninin
akciger grafisi, yiiksek coziintirliiklii bilgisayarli tomografi (HRCT) veya solunum
fonksiyon testleriyle konulmasina gore % 33-90 arasinda degismektedir (42).

Sklerodermada, akcigerlerdeki fibroblastlarin kollajen yapimi artmustir.
Hastaligin erken donemlerinde, akciger hasar1 baslamadan Once, alveollerde
inflamatuar hiicre birikimi olmaktadir. Sklerodermada, akciger fibrozu alveolit
gelistikten sonra baglamaktadir. Sklerodermadaki alveolit alveoler makrofaj, lenfosit,
notrofil ve eozinofillerin birikimiyle karakterizedir. Sklerodermada akciger fibrozu
akciger fonksiyonlarinda bozulmaya, respiratuar voliimde ve diflizyon kapasitesinde
azalmaya neden olur (43).

Pulmoner arteryel hipertansiyon, hastalarm yaklasik % 10-15’inde
goriilmektedir. Ancak, sag kalp kateterizasyonu ve ekokardiyografi ile hastalarin %
20-40’imda PAH saptanabilir. PAH, 1cSSc’de dcSSc’den daha sik goriilmektedir
(36).

Pulmoner arteryel hipertansiyon, sklerodermada basta gelen Olim

nedenlerindendir. PAH varliginda 5 yillik sag kalim oranlari, % 90’dan % 50-70’lere
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inmektedir (44). PAH’da arteriollerde konsantrik intima proliferasyonu, mediada
hipertrofi ve miksomatoid dejeneresyon goriilmektedir. Sonugta, damar Limeninde
daralma ve pulmoner sirkiilasyon basincinda artis goriilir (40). CREST
sendromunda, fibroz bulunmaksizin irreversible PAH gelisebilmektedir (45). PAH 1n
en iyi tarama yontemi, doppler ekokardiyografidir (40).

1.1.1.5.5. Kalp Tutulumu

Patoloji serilerinde, hastalarin % 81’inde yama tarzinda myokardiyal fibroz
bulgusuna rastlandig1 bildirilmektedir (46). Myokardiyal tutulumun hastalarin yasam
beklentisinde 6nemli bir rol oynadig1 ortaya konulmustur (47). Ancak myokard ve
ileti sisteminin tutulumu genellikle subklinik seyretmektedir. Myokardiyal Raynaud
fenomeninin bir sonucu olarak kardiyak iskemi ve ileti sisteminin tutulumu
nedeniyle tasiaritmiler ortaya cikabilmektedir. Aritmiler ¢ogu zaman subklinik

seyretmekle birlikte fatal de olabilmektedir (48).

1.1.1.5.6. Bobrek Tutulumu

Sklerodermanin i¢ organ tutulumlar1 arasinda en kotii prognoz ve en yiiksek
mortalite nedeni bobrek tutulumudur. Klinik olarak, skleroderma hastalarinin % 10—
40’mda bobrek tutulumu bulunmaktadir. Ancak, bu oran otopsilerde % 80’lere
ulagmaktadir (49). Diffliz deri tutulumlu hastalar, gérme bozukluklar1 ve basg
agrilarinin gorildiigii malign arteryel hipertansiyonla karekterize akut skleroderma
renal kriz (SRK) icin yiiksek risk tasirlar (50). Ek olarak, Anti-RNA polimeraz 111
antikor varligr da akut SRK ile iliskilendirilmistir (51). Anjiotensin doniistiiriicti
enzim (ACE) inhibitorleri, SRK’ye baglh 6limleri azaltmistir. ACE inhibitorlerinin
kullannmindan once, SRK c¢ogunlukla 6liimle sonuglanirdi. ACE inhibit6rlerinin
kullanim ile diyaliz gereksinimi ya tamamen ortadan kalkmakta ya da ge¢ici diyaliz
gerekmektedir (49). SRK, ¢ogunlukla ilk 4 yilda gelismektedir. Ancak, SRK’nin
kronik formu yillar sonra ortaya ¢ikar ve hastalarin % 50’sinde renal fonksiyonlarda
tlimhi azalma disinda klinik bulgu gostermez. Proteiniiri, azotemi, arteryel
hipertansiyon (>140/90 mmHg) ve glomeriiler filtrasyon hizinda azalma

belirlendiginde SRK olasilig1 diisiiniilmelidir (50).

1.1.1.5.7. Kas-Iskelet Sistemi Tutulumu
Sklerodermali hastalarda, kas gii¢siizliigli ¢ok yaygin olarak gozlenen bir

bulgudur (% 60-70). Sklerodermadaki kas tulumu, kreatin kinaz ve aldolaz
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diizeylerindeki minimal artis ve elektromiyografideki polifazik motor (iinit
potansiyelleri ile gosterilebilmektedir. Bununla birlikte, hastalarin % 6-12’sinde
inflamatuar poliartrit ile polimiyozit aywt edilemeyebilir (52). Sklerodermali
hastalarin 2/3’ilinde, ilk bulgu artrit olabilir. Siklikla, artrit tipik cilt degisikliklerinden
sonra ortaya cikmaktadir. Hastalik baslangicinda yakimalar RA ile benzerlik
gostermesine karsin, skleroderma RA’ya gore daha az destriiktif bir hastaliktir.
Sklerodermadaki kontraktiirler, tendon ve periartikiiler bdlgedeki yapilarin
fibrozundan kaynaklanmaktadir. Tendonlarin etrafindaki bdlgeler etkilendiginde,
eklemlerin aktif ve pasif hareket aciklig1 kisithh ve agrilidir (53). dcSSc’de siklikla
simetrik poliartralji, sinovit ile birlikte veya sinovit bulunmaksizin eklemlerde
sertlik, miyalji ve deride sislik gozlenebilir (36).

Skleroderma hastalarinin % 6’sinda kemik tutulumu goriilebilir. Proksimal
falankslar ve metakarpal kemiklerde erozyonlar, terminal falankslarda taft
rezorbsiyonu ve eklem komsulugunda osteoporoz goriilebilir. Sklerodermada,

hastalarin % 9—-15’inde eklem araliginda daralma ve marjinal erozyonlar gortilebilir.

1.1.1.5.8. Bas-Boyun Tutulumu

Skleroderma hastalarinda, gozyasi1 ve tiikriik bezi tutulumlarma baglh olarak
ag1z kurulugu ve goz kurulugu sik gozlenir. Ayrica, blefarit ve retinal hemorajiler
saptanabilir. Ligament fibrozu nedeniyle agiz agikliginda azalma olabilir. Tiikriik
salgisinda azalma sonucu yutma gii¢liigli, oral kandidiyazise yatkinlik ve dis

ciirtikleri gozlenebilir (36).

1.1.1.5.9. Sinir Sistemi Tutulumu

Sklerodermali hastalarin % 40’mda norolojik tutulum goriilebilmektedir (54).
Kranial ve periferik sinir tutulumlar1 ve otonom noropati bulunabilir. Santral sinir
sistemi tutulumu, renal veya kardiyopulmoner tutulumlara ikincil olarak
gelismektedir. Noropati, asemptomatik olabilir. Ancak, otonom sinir sistemi

tutulumu yasami tehdit edebilir (55).

1.1.1.6. Ayiric1 Tam
Eozinofilik fasiit, derin fasyanm inflmasyonu ve kalinlasmasi1 ile
karakterizedir. Erkekler de daha siktir. Ekstremiteler ve govde de progresif sertlesme

mevcuttur. Tan1 epidermisten kasa kadar uzanan biyopsi ile konur. Biopside derin
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fasya, cilt alt1 ve dermisin skleroz ve inflamasyonu bulunur. Kortikosteroid sempatik
1yilik saglar. Tedavi edilmeyen olgularda 2-5 yil i¢inde klinik iyilesme goriiliir.

Eozinofili myalji sendromunda, triptofan alimimi takiben SSc¢’ ye benzer cilt
bulgular1 goriiliir. Eozinofili, periferik noéropati, myalji ile karakterizedir.
Kortikosteroid tedavisi ile eozinofili hizla diizelir ancak semptomlar genellikle
kronik seyirlidir.

Nefrojenik fibrozan dermopati; kronik diyaliz programinda olan veya yeni
donemde bobrek nakli yapilmis son donem bobrek yetmezlikli hastalarda
godolinyum iceren kontrast madde sonrasi gelisen ve yeni tanimlanan fibrozla
karakterize bir durumdur.

Tablo 5. Skleroderma ayirici tanisi (56, 57)

1. Rayuaud Fenomeni ile birlikte giden C. Visseral tutulum yapan hastaliklar
hastaliklar
2. Ciltte sertlesme ile birlikte olan hastahklar e Primer pulmoner HT

A. El parmaklarim tutan hastahklar Primer biliyer siroz

Miks tip konnektif doku hastalig

Diabetik parmak sklerozu
Vinil kloriir hastalig

Idiyopatik interstisyel akciger fibrozu

Infilratif kardiyomyopati
Kollajen kolit

e Bleomisine bagli skleroderma . Fibroz yapan diger nedenler
e Primer amiloidoz Kronik "graft-versus-host" hastaligi
e Mukozis fungoides Insiiline bagimh diabetes mellitus
o FEriskin ¢olyak hastalig Lokal lipodistrofi
o Kronik refleks sempatik distrofi Myelom
e Toksik yag sendromu Fenilketoniiri
B. El parmaklarm tutmayan hastahklar POEMS
e Skleromiksddem Porfiria kutenea tarda
Eozinofilik fasiit Progeria
Eozinofili myalji sendromu Werner

Jeneralize morfea
Karsinoid sendrom

Nefrojenik fibrozan dermopati

1.1.1.7. Tedavi

Sistemik sklerozisde tedavi teorik olarak erken inflamatuvar fazda daha
fibrotik degisiklikler ortaya ¢ikmadan yapilmalidir. Bununla birlikte mevcut tedaviler
biiylik oranda semptomatiktir. Hastaligin gelismesini engelleyen veya geciktiren
“hastalik modifiye edici” uzun etkili bir ila¢ yoktur. Mevcut tedaviler yasam

kalitesini diizeltme ve mortaliteyi azaltmada yardimcidir.

1.1.1.7.1. Raynaud Fenomeni

Oncelikle ortam sicakligmin ayarlanmasi ve soguga maruziyetten kagmilmasi

gerektigi bilinmelidir. Sigara kullanimi, soguk alglig ilaclar1 gibi sempatomimetik
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ajanlar, propranolol gibi non selektif [ blokerler ve narkotikler gibi RF’yi
kotiilestirecek ilaglardan uzak durulmalidir. Ilag tedavisi sistemik vazodilatatorleri,
antiplatelet ajanlar1 ve antioksidanlar1 kapsar. Kalsiyum kanal blokerleri skleroderma
hastalarindaki RF tedavisinde ataklarin sikligini ve siddetini azaltir (58). Losartan ve
nifedipinin karsilastirildigi bir ¢calisma da kisa donem RF tedavisinde losartan daha
etkili bulunmustur (59). Alfa-1 inhibit6rii olan prazosin ile plesebo karsilagtirmali iki
randomize kontrollii ¢alismada; SSc’ye sekonder RF tedavisinde plesobadan iistiin
oldugu gozlenmistir (60). Intravendz iloprost kullaniminin, SSc’ye sekonder RF
sikliginda, siddetinde ve parmak ilserlerinde belirgin azalma sagladig1 gézlenmistir
(60). Serotonin uptake inhibitorii fluoksetinle yapilan bir ¢alismada RF’nin
semptomlarinin iyilestigi gosterilmistir (61). Etkilenen parmaga lokal olarak lidokain
ya da bupivakain ile yapilan kimyasal sempatektominin hizli bir rahatlama
sagladigma yonelik calismalar vardir (62, 63). Ozellikle direngli vakalarda

sempatektomi diigiintilmelidir.
1.1.1.7.2. GIS Tutulumu

Sklerodermada GOR ve komplikasyonlarin1 6nlemek amaciyla proton pompa
inhibitorleri kullanilabilir. Bununla birlikte, muskuler tabaka intakt oldugunda,
SSc’nin  erken donemlerinde domperidon, metoklopropamid, eritromisin gibi
prokinetik ajanlar faydalidir. Ancak hastaligin ge¢ donemlerinde muskiiler tabaka
yapist bozuldugundan dolay:1 yararlar1 azalir (64). Barsaktaki motilite bozukluguna
bagl gelisen semptomlara yonelik olarak prokinetik ajanlar ve antibiyotikler

kullanilabilir.
1.1.1.7.3. Cilt Tutulumu

Ellerin temizligine 6zen gosterilmesi, topikal nemlendiriciler, cilt iilserlerine
kars1 topikal antibiyotik uygulamalar1 6nerilir. Buna karsm cilt fibrozunun etkin bir

tedavisi yoktur. Odematdz fazda immiinsupresif tedavi faydal olabilmektedir.

1.1.1.7.4. Pulmoner Tutulum

Alveolit varliginda siklofosfamid gibi immiinsupresif ilaglar kullanilmaktadir.
Siklofosfamid hastaligin progresyonunu yavaslatir. Hayat kalitesini onemli dlgiide
diizeltir (65). Siklofosfamid l6kopeni (% 10-15), enfeksiyon (% 7-10), hemorajik
sistit (% 5-15) ve alopesi (% 3) gibi yan etkilere neden olabilmektedir (66).
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Tedaviden uzun siire sonra % 3-5 sikliginda mesane kanseri goriilebilmektedir.
Ayrica, infertilite goriilme siklig1 da fazladir.

Epoprostenol vaskiiler endotel tarafindan salinan giiglii, kisa etkili trombosit
agregasyonunu engelleyen bir maddedir. Vasodilator etkisinin yaninda pulmoner
direngte ve trombosit agregasyonunda azalma, kardiak outputta artis, damar
yenilenmesi gibi etkileri vardir. Epoprastanolun PAH hastalarinda egzersiz
kapasitesini arttirdigi, kardiyopulmoner hemodinamide iyilesme sagladigi, yasam
kalitesini arttirdig1 ve siiresini uzattigi gosterilmistir (67).

Inhale iloprost tedavisinin hemodinamik ve fiziksel fonksiyonlarda iyilesme
yoniinde PAH hastalarinda etkili oldugu kabul edilmektedir (68). Oral olarak
kullanilmakta olan bosentan, ET-1 reseptor antagonistidir. Potent bir vazokonstriktor
ve diiz kas mitojeni olan ET-1"1 antagonize ederek, PAH’1 iyilestirmektedir (69).
Yapilan bir ¢alismada semptomlar: son derece agir, egzersiz toleransi diisiik olan
hastalarda ilk tercih olarak bosentan kullaniminin yasam siiresini uzattig1 ve yasam
kalitesini arttirdig1 gozlenmistir (70). Randomize plasebo kontrollii bir ¢aligmada
(71). Bosentanin egzersiz kapasitesini, pulmoner vaskiiler rezistanst ve PAH’1
azalttig1 gosterilmistir. En sik gézlenen yan etkisi, karaciger toksisitesidir. % 10-14
sikliginda, karaciger fonksiyon testlerinde normal degerin 3 kat1 veya daha fazla artis
gbozlenmekte ve bu durum doz ayarlanmasi ile kontrol altina alinabilmektedir (72).
Ek olarak, endotelin reseptor inhibitorleri gibi oral yolla kullanilabilen fosfodiesteraz
tip 5 (PDE-5) inhibitorii sildenafille ilgili ¢aligmalar da bulunmaktadir (73).
Sildenafil, bir PDE-5 inhibitoriidiir. Oral olarak, 3x20 mg/giin dozunda kullanilir.
Pulmoner vaskiiler rezistans indeksini azaltir ve siddetli akciger fibrozu ve sekonder
PAH olan hastalarda gaz degisimini artwrmaktadir (74). Sildenafil, prostanoid
(iloprost) ve nitrik oksit ile iliskili PAH vazodilatasyonu artirir (75). RF olan
hastalarda, periferik kan akiminda artis saglar (74). Siklikla bag agrisi, flasing, nazal
konjesyon ve dispne gibi yan etkileri goriilebilir. Sildenafilin yan etkisi diisiik
dozlarda daha az goriiliir. Yiiksek dozlarda kullanildiginda, nadiren miyokard
infarktiisii, sistemik hipertansiyon ve retinal yan etkileri nedeniyle gérme bozuklugu
yapabilir (76).

Ciddi akciger fibrozi gelismis olan PAH hastalarinda tiim gelismelere ragmen

vazodilatator tedavilere daha az yanit alinir, prognoz koétiidiir. Bununla birlikte
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tedaviye yanit vermeyen siddetli ve ilerleyici PAH’1 bulunan hastalarda akciger

transplantasyonu gerekli olabilir (77).

1.1.1.7.5. Renal Kriz

Renal krizi olan hastalarin diyalize alinmasiyla bobrek fonksiyonlarinda aylar
sonra diizelme olabilir. Tedavi basarisindaki en énemli nokta ACE inhibitorleri ile
agresif kan basinci kontrolii yapmaktir. ACE inhibitorleri hem diyaliz ihtiyacini
azaltmakta hemde mortaliteyi azaltmaktadir. Serum kreatinin seviyesi >3mg/dl olan

hastalarda prognoz kétiidiir (78).

1.1.1.7.6. Kalsinoz

Kalsinozun Onlenmesi veya olusmus kalsinozun tedavisi i¢in yarari
kanitlanmig  bir tedavi protokolu bulunmamaktadir. Kontrolli ¢alismalar
bulunmamasma karsin, litotripsi kalsinoz tedavisinde kullanilmaktadir (36). Bazi

durumlarda, kalsinoz cerrahi olarak ¢ikarilabilir.

1.1.1.7.7. Kok Hiicre Transplantasyonu

Siddetli progresif sklerodermasi olan 70°den fazla hastaya kok hiicre
transplantasyonu uygulanmistir (66). Kok hiicre transplantasyonu 6ncesinde, yiiksek
doz siklofosfamid ve antitimosit globiilin, total viicut 1s1nlamasi ile birlikte veya total
viicut 1g1mnlamas1 yapilmadan kullanilabilir. Transplantasyon ile ilgili mortalite % 9-

17 sikliginda bildirilmektedir (79).

1.1.2 Bleomisin (BLM)

Bleomisin, “Streptomyces verticillus” adli bakteri tarafindan iiretilen bir
kemoterapotik ajandir. Skleroderma olusturmak iizere hayvan deneylerinde
kullaniminin temeli BLM nin insan kemoterapisindeki major advers ila¢ etkisi olan
fibroz oOzelligi temeline dayanmaktadir. BLM’yi lenfoma, sukuamoz hiicreli
karsinomlar, germ hiicreli tiimdrler ve intraplevral uygulama ile malign plevral
efiizyonun tedavisinde kullanilmaktadir. Ilacin tiimdr hiicrelerindeki tek ve gift
sarmal DNA’da kiriklara yol acip hiicre siklusunu engelleyerek etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu etki, metal iyonlarmin selasyonu ile siiperoksit ve hidroksil

radikallerinin olusumuna yol acan pseudo enzim reaksiyonu ile olur. Reaktif oksijen
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radikallerinin asir1 iiretimi pulmoner toksisiteye yol agan bir inflamatuvar cevaba

neden olabilir (80).

1.1.2.1 Bleomisin ile uyarilan dermal fibroz

Mountz ve ark. (81) 1983 yilinda, iki hafta ara ile tekrarlanan yliksek
dozlarda BLM uygulamalarinin ratlarda 58. haftada dermal fibroz olusturdugunu
bildirmislerdir. 1999 yilinda, Yamamoto ve ark. (82) BLM ile uyarilmis skleroderma
fare modelini gelistirmislerdir. Bu modelde, arastirmacilar BLM’yi fosfat ile
tamponlanmis salin (FTS) icerisinde ¢ozilindiirerek, degisik dozlarda (0.1, 1, 10 ve
100 pg; tiim dozlar 100 ul FTS igerisinde), Balb/c farelerin tiras edilmis sirt derisine,
her giin, subkutan (sc) olarak enjekte etmislerdir.

Arastrmacilar, 1 pg ve daha vyiikksek dozlarda, tekrarlanan BLM
uygulamalarmin 3-4. haftadan sonra skleroderma benzeri histopatolojik ve
biyokimyasal bulgulara yol ac¢tigini bildirmislerdir (82, 83). BLM uygulamalari
sonlandirildiktan sonra da skleroderma bulgularinin en az 6 hafta devam ettigi ve
glinagirt  uygulamalarin  da benzer histopatolojik bulgular1  olusturabildigi
gosterilmistir (82).

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 calismalardan elde edilen veriler, sklerodermanin erken dénemini taklit
etmekte ve hastaligin ilerleyen donemleri konusunda yeterli bilgi sunamamaktadir.
Srimatkandada ve ark. (84), 6 hafta, giinasir1 50 pg BLM uygulandiginda 3. haftada
fibroz gelistigini gozlemlemislerdir. Srimatkandada ve ark. (84) 6 haftalik deneyin
ilk 3 haftasin1 hastaligin erken evresi, sonraki 3 haftasini ise gec¢ evre (yerlesmis
fibroz evresi) olarak yorumlamislar, tedavi uygulamalarini da sonraki 3 haftada
yapmislardir. Bu modifikasyon, hastaligin ge¢ evresinde tedavi yanitinin

degerlendirilmesi agisindan uygun bir yontemdir.

1.1.3. Lapatinib

Tip 1 Tirozin kinaz reseptorler ailesi ErbB1, ErbB2, ErbB3 ve ErbB4’ten
olusur. ErbB1 EGFR-1, ErbB2 ise EGFR-2 (HER2) olarak da bilinir (9). Cok bolgeli

(multidomain) protein yapisindaki bu reseptorler; ekstraseliiller ligand baglanma
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bolgesi (ligand-binding domain), transmembran bolgesi ve intraseliiler tirozin kinaz
bolgesi icerirler (85). ErbB3, tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir. Ancak, ligand
baglanma bolgesi icermektedir. EGF ve transforming growth factor-a, ErbB
reseptorlerini uyaran peptid ligand ailesindendir. Ekstaseliiler liganda baglanma ile
reseptor uyarildiginda, sinyal kaskadindaki proteinler harekete gecer ve tirozin
otofosforilasyonu ve tirozin kinaz aktivitesi baslar. HER2’nin ekstraseluler ligand
baglanma bolgesi yoktur ve diger ErbB reseptorlerine yardimeir (coreseptor) olarak
calisir (10).

Mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K), phospholipase Cy ve signal transducers and activators of transcription
(STAT) gibi ¢ok sayida sinyal yolaklar1 ErbB reseptorleri tarafindan aktive
edilmektedir (10). Sonugta; hiicre-siklusu ilerlemesi, apoptoz, anjiogenez ve hiicre
adhezyon fonksiyonlar1 diizenlenir (10). ErbB hedefli tirozin kinaz inhibitorleri,
klinik uygulamalara girmistir.

Onkoloji pratiginde kullanilan bazi ilaglar bulunmaktadir. Ancak, romatizmal
inflamatuar hastaliklarda, heniiz kullanimi1 onaylanmis bir tirozin kinaz inhibitorii
bulunmamasima karsin, preklinik calismalarda etkin sonuclar gézlenmektedir.

Lapatinib (Tykerb®) 4-anilinoquinoline tiirevi olup EGFR (HER1) ve
HER2’nin intraseliiler tirozin kinaz kismina reversible olarak baglanarak, reseptoriin
fosforilasyonu ve aktivasyonunu inhibe eden oral bir tirozin kinaz inhibitoriidiir.
Reseptoriin fosforilasyon ve yolaklarmin inhibisyonuna yol agarak hiicresel biiylime
ve proliferasyonu durdurur, apoptozisin artmasina neden olur. HER2’ye karsi
gelistirilen monoklonal antikorlardan farkli olarak dual inhibisyon yapar ve p95
HER2 olarak adlandirilan, ekstraseliler kismmi kaybetmis reseptorlerin
aktivasyonunu onler (86). Sonug olarak, hiicre siklus ilerlemesi, apoptoz, anjiogenez

ve hiicre adhezyonunu etkilemektedir (12, 13).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismaya, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulun
(FUHADEK) 12.07.2013 Tarth ve 2013/06-81 sayili onayr alinarak baslandi.
Calisma, standart deneysel hayvan caligmalar1 etik kurallarina uygun olarak, Firat

Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapildu.

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 hazirlanmig kafeslerde barindirildi. Farelerin beslenmesinde,
Elazig Yem Fabrikasi’ndan saglanan standart fare yemi kullanilarak ve kafeslerde
0zel boliimlere yerlestirilmis olan ve u¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler
ile su verildi. Tim farelerin sirt bdlgesinde belirlenmis olan bir bolge, Sc

uygulamalar icin tiras edildi.

2.2. Calisma gruplan ve uygulamalar

Bu ¢alismada, BLM ile uyarilmis deneysel skleroderma modelinin erken ve
gec (yerlesmis fibroz) evrelerinde lapatinip tedavisinin etkinligi test edildi. Bu
amagla, erken evre gruplar1 (grup A [kontrol grubu], B [bleomisin grubu], C
[lapatinib grubu]) ve gec evre gruplar1 ( grup D [kontrol grubu], E [bleomisin grubu],
F [lapatinib grubu]) olarak 6 grup olusturuldu (Sekil 2). Erken donem gruplarinda
BLM ile fibrozun uyarilmasina ve lapatinib tedavisine ayni giin baslandi. Ge¢ donem
gruplarinda ise ilk 3 hafta sadece BLM, 21. giinden sonra BLM ve lapatinib birlikte
uygulandi (Sekil 2).

G A FTS;I—SF
ru
i’ X
BLM + SF
GrupB £ 1
BLM+ Lapatinib
GrupC & =
X X
G D FTS FTS +SF
g1} | - A -
P X X X
BLM BLM + SF
GrupE ) !
X X -
BLM LM+ Lapatinib
GrupF L ‘
X X X
0 3. Hafta 6. Hafta

Sekil 2. Calisma gruplar1 ve uygulanan tedaviler
FTS; fosfat ile tamponlanmuis salin, SF; serum fizyolojik, BLM; bleomisin.
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2.2.1. Kontrol gruplan

Bleomisin uygulanmayan erken (grup A) ve ge¢ (grup D) donem kontrol
gruplarindaki farelere, sirt derisindeki tiras edilmis bir bolgeden, her giin sc FTS ve
ek olarak sc serum fizyolojik (SF) uygulandi. A grubundaki farelere bu uygulamalar
ilk 3 hafta siiresince, D grubundaki farelere ise sc FTS alt1 hafta siiresince, Sc SF ise

3. ve 6. haftalar arasinda uyguland:.

2.2.2. Bleomisin ve Lapatinib uygulamalari;

Bir mg BLM, 1 mL FTS icerisinde ¢oziindiiriilerek, B ve C gruplarindaki
farelere 3 hafta, E ve F gruplarindaki farelere ise 6 hafta, 100 pL (100 pg) dozunda,
daha 6nce tanimlandig: sekilde (83), hergiin sc uygulandi. Plasebo gruplari olarak
tanimlanan B grubu farelere ilk 3 hafta, E grubu farelere ise 21. giinden c¢alisma
sonuna kadar, haftada iki kez sc SF uygulandi.

Bleomisin ek olarak, tedavi gruplarindan C grubundaki farelere ilk 3 hafta, F
grubundaki farelere ise 21. giinden calisma sonuna kadar DMSO igerisinde
¢Oziindiiriilmiis lapatinib 30 mg/kg dozunda sc olarak uygulandi (% 30 “‘u DMSO %
70’1 SF olacak sekilde karisim hazirlandi) (87).

2.3. Doku drneklerinin toplanmasi

Erken donem gruplarindaki (A, B ve C grubu) fareler 3. haftanin, ge¢ donem
gruplarindaki (D, E ve F grubu) fareler 6. haftanin sonunda, son tedavilerden 24 saat
sonra, dekapitasyon ile sakrifiye edildi.

Farelerin enjeksiyon uygulanmis olan st derileri daha sonraki incelemeler
icin eksize edildi. Doku Ornekleri histopatolojik inceleme ve real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) analizleri i¢in ikiye boliindii. Bir boliim doku % 10’luk
formalin solusyonu i¢ine, RT-PCR analizleri i¢in ayrilan diger kisim ise aliminyum

folyo icerisine konularak —80 °C’de ¢alisilacag: giine kadar saklandu.

2.4. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler

Formalin soliisyonu igerisindeki 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
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hiicre infiltrasyonu ve fibroz dereceleri belirlendi. Dermal kalinlik (epidermo-dermal
bileske ile dermis-subkutan yag dokusu bileskesi aras1 uzunluk) i¢in, her bir denekte,

en az iki farkli preparatta, X100 biiylitmede, en az 5 farkli 6l¢limiin ortalamasi alindi.

2.5. Doku mRNA diizeylerinin belirlenmesi

Real-time polymerase chain reaction analizler icin toplanan doku
homejenatindan, uygun RNA izolasyon kiti kullanilarak, TGF-B1 ve fibronektin-1
mRNA expresyonlart RT-PCR yontemi ile belirlendi.

Farelerden elde edilen deri dokularindan RNA izolasyonu i¢in Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) kullanildi. RNA 6l¢iimleri icin Qubit® RNA Assay Kit For Use With The
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA) ile yapildi. RNA miktar1 pg/ml
olarak 6lctildii. cDNA sentezi i¢in 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 gergeklestirildi. (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik
primerlerin varligimda 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 gec evre
kontrol gruplar1) farelerde histopatolojik degerlendirmede dermal fibrozun olugmadigi

goriildi (Sekil 3). Ancak, hem 3 hem de 6 hafta BLM uygulamalar1 dermal ve subkutan

alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ve dermal fibroza neden olmustu (Sekil 3).

FTS-1 FTS-2

BLM 1

LAP 1 LAP 2

Sekil 3. Calisma Gruplar1 histopatolojik bulgular (hemoteksilen eozin, x200)

FTS; fosfat ile tamponlanmis salin, BLM; bleomisin, Lap: Lapatinib
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Ortalama inflamatuar hiicre sayisi, B grubunda, A grubu ile karsilastirildiginda,
anlaml ytliksek; C grubunda, B grubu ile karsilastirildiginda, anlamh diistikti (Sekil
4).

50
p=0.003 T p=0.001

407

p=0.001| p=0.010

20 i

=

T T T T T \
Kontroll  Sham1 Lap1 Kontrol2 Sham2 Lap2

Dermal inflamatuar Hiicre Sayisi ({HPF)

Sekil 4. Calisma gruplarinda ortalama dermal inflamatuar hiicre sayilar1
HPF; her biiyiik biiylitme alani, Sham; plasebo grubu, Lap.: Lapatinip.

Dermal kalinlik, B grubunda, A grubu ile karsilastirildiginda, anlamli
yiiksekti; C grubunda, B grubu ile karsilastirildiginda, anlaml diisiiktii; E grubunda,
D grubu ile karsilastirildiginda, anlamli yiiksekti (Sekil 5).
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Sekil 5. Calisma gruplarinda ortalama dermal kalinliklar
Sham; plasebo grubu, Lap: Lapatinib
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Tablo 6. Calisma gruplarinda dermal inflamatuar hiicre sayilar1 ve dermal kalinliklar

A grubu B grubu C grubu D grubu E grubu F grubu

Dermal kalinhk  197.2432.5  342.6+47.3 246.7+57.4 152.5+21.8 524.7+116.9 267.7+53.1
(pm)
Dermal 5.7£1.9 31.3+12.7  8.1£5.2 47423 17.4+6.8 9.4+4.1

inflamatuar hiicre
sayis1 (/HPF)

Erken evre kontrol grubunda ortalama dermal inflamatuar hiicre sayisi
5.7£1.9 iken, sadece BLM alan grupta 31.3£12.7 idi ve anlamli olarak artmisti
(p=0.003). BLM ile es zamanl profilaktik amacli lapatinib alan grupta ise ortalama
dermal inflamatuar hiicre sayis1 8.14+5.2 idi ve erken evre plasebo grubuna gore

anlamli olarak azalmist1 (p=0.001).

Geg evre kontrol grubunda ortalama dermal inflamatuar hiicre sayis1 4.7£2.3,
gec evre BLM (plasebo) grubunda 17.4+6.8 idi ve anlamli artis oldugu gorildii
(p=0.001). BLM ile es zamanl terapotik amagli lapatinib alan grupta ise ortalama
dermal inflamatuar hiicre sayis1 9.4+4.1 idi ve ge¢ donem plasedo grubuna gore
anlamli oranda azalmis oldugu goriildii (p=0.001).

Erken evre kontrol grubunda ortalama dermal kalinlik 197.2432.5 pum iken,
sadece BLM alan grupta 342.6+47.3 um olarak saptandi (p=0,003). BLM ile es
zamanli profilaktik amagl lapatinib alan grupta ise dermal kalinlik 246.7+57.4pm 1di
ve geg evre plasedo grubuna gore anlamli azalmis olarak bulundu (p=0.007).

Geg evre kontrol grubunda dermal kalinlik 152.5£21.8 um olarak 6l¢iilmiis
olup, gec evre sadece BLM alan grupta dermal kalinlik 524.7+116.9 um idi ve yine
artmis olarak Olciildii (p<0.001). Diger taraftan, inflamatuar hiicre sayisindaki
artistan farkli olarak ge¢ evre BLM grubundaki dermal kalinlik artis1 hem ge¢ donem
kontrol grubundan hem de erken evre BLM grubundakinden daha ytiksekti. BLM ile
es zamanl terapotik amacgh lapatinib alan grupta ise dermal kalinlik 267.7+53.1 um
idi ve ge¢ evre plasebo grubuna gore anlamli oranda azalmig olarak oOl¢iildi
(p=0.001).

Sonug olarak, lapatinib hem profilaksi hem de tedavi grubunda histopatolojik
olarak dermal nekroinflamasyon ve fibrozu azaltmustir.

Benzer sekilde, TGF-f1 ve fibronektin-1 mRNA ekspresyonlari, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, BLM uygulamasiyla ii¢ haftanin sonunda sirasiyla 40
ve 6 kat; 6 haftanin sonunda sirasiyla 690 ve 280 kat artmisti. Diger taraftan,
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lapatinib tedavi grubunda TGF-B1 ve fibronektin-1 mRNA ekspresyonlar1 kontrol

grubuna gore 100 ve 25 kat yiiksekti ancak plasebo grubuna gore belirgin azalmisti.

3.2. BLM ile Uyarilmis Dermal Fibrozun Lapatinib ile Tedavisi

Hem lapatinibin BLM uygulamalar1 ile birlikte baslandigi III. grupta
(profilaktik lapatinib grubu), hem de lapatinibin ii¢lincii hafta baslanip 6. haftaya
kadar uygulandig1 VI. grupta (terdpatik lapatinib grubu) histopatolojik olarak dermal
nekro inflamasyon, dermal alandaki inflamatuar hiicre sayis1t ve dermal fibrozda
gerileme tespit edilmisti (Sekil 3).

Bleomisin gruplar1 ile karsilastitildiginda dermal alandaki ortalama
inflamatuar hiicre sayis1 ve ortalama dermal kalinliklar hem profilaktik hem de
teropatik lapatinib gruplarinda anlamli olarak azalmisti (Sekil 4 ve 5).

Benzer sekilde, lapatinibin hem profilaktik hem de terépatik uygulamalarinda
TGF-B1 ve fibronektin-1 mRNA ekspresyonlar1 belirgin azalmisti.
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4. TARTISMA

Bu calismada, BLM ile uyarilmis deneysel skleroderma modelinde lapatinib
uygulanmasimin olas1 profilaktik ve tedavi edici etkinligi arastirilmistir. Tekrarlanan
BLM uygulamalar1 dermis inflamatuar hiicre infiltrasyonu, myofibroblastik hiicre
aktivitesi ve dermal kalinlikta artisa neden olmaktadir. Lapatinib uygulamalar1 bu
deneysel modelde inflamatuar hiicre infiltrasyonu, myofibroblastik hiicre aktivitesi
ve dermal fibroz gelisimi 6nlemektedir.

Skleroderma deri ve i¢ organlarin yaygm fibrozu ile seyreden kronik
inflamatuar bir hastalik olup, vaskiilopati, immun aktivasyon ve artmis fibrotik
aktivite 1ile karakterizedir. Ancak, sklerodermanin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir ve heniiz onaylanmis bir tedavi protokolii bulunmamaktadir.
Sklerodermanin nadir goriilen ve klinik olarak heterojen bir hastalik olmasi (16, 88)
nedeniyle sklerodermada ideal bir klinik calisma planlanmasi ve yapilmasi
zorlasmaktadir. BLM ile uyarilan deneysel skleroderma modeli olusturulmasinin
kolayligi, diisiik maliyeti ve sklerodermanin bir¢ok fenotipik Ozelliklerini
sergileyebilmesi nedeniyle, giiniimiize kadar tanimlanmis olan deneysel skleroderma
modellerinden en uygunudur (82, 83).

Skleroderma patogenezinde, vaskiiler hasarm en erken evre oldugu
disiiniilmektedir (22). Aktiflesmis lenfositler tarafindan {iretilen sitokinler ve
endotelyal hiicrelere karsi gelisen antikorlar mikrodolasimda goriilen endotelyal
hasar1 olusturmaktadir ( 23, 24).

Lenfositler aktiflesince; CTGF, TGF-8 ve PDGF salgilamaktadir. Salgilanan
TGF-B; endotelyal hasara ve MHC ile birlikte ICAM-1 ekspresyonuna neden
olmaktadir. PDGF; endotel hiicre proliferasyonunu uyararak ve VEGF miktarini
azaltarak neovaskiilarizasyona neden olmaktadir (22). Endotelyal hasar ve
aktivasyonunu takiben vazokonstriktor bir madde olan ET-1 miktarinda artis ve
vazodilator mediator olan NO miktarinda azalma olmas1 nedeniyle vazomotor tonus
kaybolmaktadir (23). Hasar bolgesine inflamatuvar hiicreler kemoatraksiyon ile
gelmekte ve damar duvarina yapigmaktadir (25, 26). Trombositler temas ettigi
subendotel ile adhezyona ugrayarak fibrin birikimi ve intravaskiiler trombus
olusumuna neden olmaktadirlar. Damar duvarinda mevcut olan kas hiicreleri de

aktive olup intimaya dogru ilerleyerek myofibroblastlara doniismektedir.
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Sklerodermada vaskulopati ve immiin aktivasyon dermal fibrozdan yillarca
once baslamaktadir. Hastaligin ilerleyen yillarinda dermal alanda endotelyal hiicre
aktivitesinde ve inflamatuar hiicre sayisinda azalma olugsmaktadir. 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 yan1
sara, komsu non-fibroblastik hiicrelerin de fibroblastik hiicrelere doniistiigii ortaya
konulmustur. Adiposit, perisit ve epitelyal hiicreler fibroblastlara doniisebilen non-
fibroblastik hiicrlerdir.

Skleroderma patogenezinde kollajen ve diger ESM molekiillerinin asir1
sentez ve depolanmasi ile fibroz olustugu bilinmektedir (89). ESM {iretiminden aktif
fibroblastlar (miyofibroblastlar) sorumludur (90). Aktive endotelyal hiicreler ve
inflamatuar hiicreler hiicre-hiicre etkilesimi ile dogrudan ve cesitli sitokin, adezyon
molekiilii ve biiyiime faktorii iiretimi ile dolayli olarak fibroblastlar1 aktive
edebilmektedir. TGF-f bu asamalarda 6nemli gorevler iistlenmektedir (4).

Sklerodermada IL-2, IL-4, IL-6 gibi sitokinlerin serum diizeylerinin arttig1 ve
hastalik siirecine katki yapiyor olabilecegi bildirilmistir (3). BLM ile olusturulmus
olan deneysel skleroderma modelinde, ¢esitli sitokinlerin etkili oldugu gosterilmistir
(91). BLM, IL-4 ve IL-6 sentezini ve salmimini artirmaktadwr. IL-4 ve TGF-p,
sklerodermada major fibrojenik sitokinlerdir (92). IL-4, fibroblastlardan kollajen ve
TGF-B tiretimini artrmaktadir. TGF-B, kollajen ve matriks proteinlerinin iiretimini
artirir, metalloproteinazlarin yikimmi ise azaltir (92). Boylece kollajen yikimini
onler. BLM ile uyarilan deneysel skleroderma modelinde anti-TGF-f antikoru
uygulanmasimin deri fibrozunu 6nledigi gosterilmistir (91).

Calismamizda, BLM ile uyarilan dermal fibroz modelinde TGF-f1 mRNA
ekspresyonunun arttigi saptanmistir. Ayrica, BLM uygulamalar1 ile inflamatuar
hiicre diizeyinde artig belirlenmesi, immiin aktivasyonun hastalik siirecine katki
yapiyor oldugunu gostermektedir.

Lapatinib HER2/ErbB2 tirozin kinazin1 (TK) inhibe ederek sinyal iletimini
onleyen cift etkili selektif inhibitdrdiir (93). Lapatinib etkisini intraseliiler olarak
TK’nm ATP baglayan kismina baglanarak gostermektedir. TK’ nin fosforilizasyon ve

aktivasyonuna engel olmaktadir. Bu sayede sinyal iletimi en bastan bloke ederek,
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ekstraseliiler sinyal bagimli kinaz-1 (ERK1) ve fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K) gibi
bircok yolagin aktivasyonuna da engel olunmaktadir (94, 95). EGFR-1, VEGF
reseptoriine benzer sekilde TK reseptor ailesi karekteristigini tasir. HER1, EGFR’nin
19 altgruplarindan birisidir (96). Bu ailenin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu,
aktivasyonu ve devamliligi acisindan onemlidir. HER1 birgok molekiil ile aktive
olmaktadir. Bunlar arasinda, EGF ve TGF-a yer almaktadir. EGFR’nin ligand ile
birlesimi dimerizasyonuna neden olur. EGFR reseptor ailesi aktivasyonunda
dimerizasyon ile homodimerler ve heterodimerler olugsmaktadir. HER1’in uyarilmasi
TK aktivasyonu sonucunda protein kinaz ve fosfotidilinozitol-3-OH kinaz yolunu
aktive etmektedir (97). Yapilan ¢aligsmalar sonucunda HER1 aktivasyonunun hiicre
migrasyonunu proliferasyonunu, adhezyonunu ve apopitozun Onlenmesinde etkili
oldugu ve neovaskiilarizasyona neden oldugu gdosterilmistir (98). EGFR aktivasyonu
ile VEGF gibi anjiyogenik molekiillerin salinimini artararak anjiyogenezin hizlandigi
bilinmektedir (99). EGFR inhibitorleri sayesinde anjiyogenezin engellenebilecegi
gosterilmistir (100). Insan EGFR-2, lapatinibin etkili oldugu ikinci reseptordiir ve
anjiogenezde onemli rolii vardir. HER2 nin HER1’e oranla anjiogenez ilizerine etkisi
daha cok arastirilmistir. HER2nin aktivasyonu EGF’nin reseptore baglanmasini
indiikler, PI3K ve mitojen aktive protein kinaz kaskadini iceren multipl hiicresel
sinyal yolu aktive olur. HER2 reseptorii normal hiicrelerin proliferasyon ve
differansiasyonunda kritik rol oynar (101). Bu reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre
proliferasyonu, invazyon, artmis tiimor hiicre motilitesi, anjiogenez ve apopitoz
inhibisyonu ile iliskilidir (102). In vitro ¢alismalarda da lapatinib’in HER1 ve HER2
reseptorlerinin ikisini birden inhibe ettigi goOsterilmistir. Yapilan calismalarda
lapatinib’in HER1 ve HER2 reseptor blokorii olarak, tek basma HERI1 reseptor
blokorlerinden daha etkin oldugu gosterilmistir (94).

Yapilan bir ¢alismada A549 hiicre serisi verilerek farelerde akciger kanseri
olusturulmustur. Tiimoér dokusundaki anjiyogenez yogunlugu ise CD31 ile timor
kesitleri boyanarak degerlendirilmis ve lapatinipin, kontrol grubuna ve radyoterapi
alan gruba gore anjiyogenezi anlamli derecede gerilettigi tespit edilmistir. Ayni
calismada anjiyogenezde Onemli yere sahip, dolasimdaki endotelyal progenitor
hiicrelerin (CEPs) yogunluklar1 da flow sitometrik Olgiimlerle periferik kanda
degerlendirilmistir. Lapatinib tedavisi alan grubun istatistiksel olarak anlamli olmasa

da CEPs miktar1 kontrole gore diisiik tespit edilmistir. Tek basma radyoterapi alan

29



grubun kontrole oranla CEPs diizeyi yiiksek ¢ikmasina ragmen, radyoterapi ile
beraber lapatinib alan grubun kontrole gére CEPs diizeyi daha diisiik ¢ikmistir (103).
Calismanin sonunda lapatinib’in anjiyogenezi kontrol grubuna gore yaklasik % 80
oraninda gerilettigi tespit edilmistir. Lapatinib bu etkisini EGFR reseptor sinyal
iletimini bloke ederek anjiyogenik faktorlerin (VEGF ve IL-8) salmimini azaltarak
gostermektedir. Bunun yaninda Olaussen ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada
lapatinibin A549 hiicre serilerinde VEGFRI1 fosforilizasyonunu % 70 oraninda
engelledigini  gostermislerdir. Bu inhibisyon heniliz endotel hiicrelerinde
gosterilemese dahi direk anjiyogenezi inhibe eden bir yolak olarak biiyiik 6neme
sahiptir (103, 104).

Epidermal growth factor reseptor ve HER-2 TK inhibitorii lapatinibin
akciger kanser modelindeki antitiimdr ve antianjiyogenik etkisini gdsteren Roque ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada ise goriilmiigki; lapatinib G1 fazinda hiicrelerin
durmasini, apopitotik hiicre 6liimiinii, siklin A ve B fazlarma indirgenmis olan S ve
G2\M hiicre dongiisii asamalarini sirasiyla uyarir. In vivo deneylerde lapatinib ile
tedavi edilen tiimor hiicresi tasiyan farelerde kontrol grubuna gore belirgin sekilde
kiiciilme olmus. Buna ek olarak, lapatinib ile tedavi edilmis tiimorli farelerde
anjiogenezde diistikliik gdsterilmistir (105).

Huang ve ark. (106) yaptig1 bir baska ¢alismada; bir deneysel model olarak K
562 hiicreleri iceren KML de lapatinibin apopitozis, otofaji ve megakaryositik
degisikliklere benzeyen es zamanli morfolojik degisimleri uyardigi bulunmus.
Lapatinib apopitozu iki yolakla gergeklestirir.

1- Mitokondrial transmembran potansiyelinde azalma

2- Caspas bagimli yolag1 aktive ederek.

Lapatinibin sebep oldugu apopitoz ve otofajik hiicre 6liimii, megakaryositik
degisimler insan KML —K 562 hiicrelerinde daha fazladir. KML hiicrelerindeki bu
degisimler lapatinibin potansiyel bir tedavi edici ajan oldugunu gdstermektedir.
(106).

Doku fibrozu, organ yemezligi ve o6liim ile sonlanan Ssc’de antifibrotik
tedavilerin etkileri tam olarak mevcut degildir. TK inhibitorii olan imatinib c-abl-
kinaz (profibrotik) ve PDGF reseptorlerini bloke eder. Bu ilag preklinik ¢alismalarda
degerlendirilmistir. Deneysel modelde imatinib etkin bir sekilde olan deri fibrozunu

onlemis ve azaltmistr. 1k klinik vaka calismalarinda, secilmis hastalar iizerinde (SSc
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ve diger fibroik hastaliklarda) imatinibin antifibrotik etkileri gosterilmistir. Kronik
sklerozu olan Greft Versus Host hastaliginda ise umut verici sonuglar elde edilmistir.
Imatinibin yani swra 2 yeni TK inhibitérii olan nilotinib ve dasatinibin de
Skleroderma deneysel modellerindeki etkinligi kanitlanmistir (107). Selektif olarak
SU6656 veye c-abl ve PDGF kombinasyonunu inhibe eden dasatinib, imatinib ve
nilotinib gibi antifbrotik etkiler gdstermistir. Imatinib, nilotinib, dasatinib ve SU6656
doz bagimli olarak hiicre dig1 matriks proteini iiretimini in vitro olarak azaltmis ve
BLM ile indiiklenmis dermal fibroz modelinde farelerde fibrozu dnlemistir (108).
Klinik kullanim 6ncesinde, ancak kontrollii ¢alismalarda, farkli fibrotik hastaliklar1
olan hastalarda farkli TK inhibitorlerinin etkinliginin yanisira tolerabilitelerinin
incelenmeleri gerekir (107).

Farkli TK inhibitorleri ile yapilan bu deneysel ¢calismalarin 15181nda, biz de bir
TK inhibitérii olan lapatinibin BLM ile olusturulmus deneysel skleroderma
modelindeki etkinligini ortaya koyduk.

Sonug¢ olarak calismamizda, lapatinibin hem profilaktik hem de terdpatik
uygulamalarinda histopatolojik olarak dermal nekroinflamasyon ve dermal fibrozda
gerilemeye sebep oldugu gorilmiistiir. Ayrica, TGF-B1 ve fibronektin-1 mRNA
ekspresyonlarmin azalmis oldugu da gosterildi.

Lapatinib BLM ile uyarilmis dermal fibroz modelinde anti-fibrotik etkiler
sergileyebilmektedir. Bu anti-fibrotik etkileri TGF-f iretimini baskilamasi ile

iliskilendirilebilir.
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