SIKLOSPORIN KULLANIMINA BAGLI DISETi BUYUMESI GORULEN BOBREK NAKLI
HASTALARINDA DISETi DOKULARININ PROTEOGLIKAN DUZEYLERI

PROTEOGLYCAN LEVELS IN GINGIVAL TISSUES FROM RENAL TRANSPLANT PATIENTS
WITH CsA-INDUCED GINGIVAL OVERGROWTH
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OZET

Siklosporin-A (CsA) kullanan hastalarda gériilen digeti bilylimesinin patogenezi bu gline kadar tam olarak aydinlatilama-
migtir. Digeti bag dokusunun énemli bilegenlerinden olan proteoglikan(PG)'larnin CsA'ya bagh digeti blyimesi patogene-
zindeki roliini aragtirmak amaciyla ¢aligmamiz planlandi. Digeti rnekleri, diseti biylimesine neden olan ilaglar kullan-
mayan ve periodontal agidan saglikli olan bireylerin(n=15) klinik olarak saglikli digeti papillerinden(kontrol grubu), CsA kul-
lanan bébrek nakli hastalarinin(n=15) biyimis ve blytimemis digeti papillerinden alindi ve toplam PG dizeyleri Embery
ve arkadaglarinin yéntemine gére belirlendi. Bu yénteme gére digeti dokusu toplam PG diizeyi Gronik asit/birim kuru do-
ku agirhi@ olarak belirlendi ve sonuglar % olarak hesaplandi. Aragtirmamizda, kuru doku agirigindaki tronik asit miktari
kontrol grubunda % 0.24+0.09, CsA kullanan hastalarin buyumis disetinde % 0.41£0.2 ve bu hastalarin bliyimemis di-
setinde % 0.210.06 olarak bulundu. istatistiksel degerlendirmeler; CsA kullanan hastalara ait biiytimiig digetinin bag do-
kusunda toplam PG dizeyinin anlaml olarak artigini, biyimemis diseti dokusundaki toplam PG dizeyinin ise kontrol
grubunun saghkl diseti dokusundaki toplam PG diizeyine benzer oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglarimiz, CsA'ya
bagl diseti biiylimesinin patogenezinde dokunun toplam PG igerigindeki artigin rol oynayabilecegini géstermektedir. Ay-
rica, CsA kullanan bireylerde, digeti fibroblastlarinin CsA ile etkilegimde farkli fonksiyonel davranis gosterdigi savini des-
teklemektedir.

Anahtar kelimeler: Siklosporin, digeti biylimesi, ekstraselller matriks, proteoglikan
SUMMARY

The pathogenesis of cyclosporine-A(CsA)-induced gingival overgrowth(GO) has not been entirely understood yet. In this
study, proteoglycans(PGs), an important component of the gingival connective tissue, were investigated in relation to the
pathogenesis of CsA-induced GO. PGs were analyzed spectrophotometrically in 525 nm wave length in healthy gingival
tissue samples of subjects not taking drugs caused GO, and in normal and overgrown gingival samples of patients taking
CsA. Total PG amount in gingival tissues was determined as uronic acid/unit dry weight and results were calculated as
percentage. The total amount of uronic acid per dry weight of tissue was 0.24+0.09% in healthy gingiva, 0.41£0.2% in
overgrown gingiva of patients taking CsA and 0.21+0.06% in normal gingiva of patients taking CsA. Statistical analyses
showed that PG levels in the overgrown gingival samples of patients taking CsA were statistically increased, while PG
levels in normal gingival samples of patients taking CsA were similar to those seen in healthy gingival tissues of subjects
not taking CsA. These results indicated that total PG increase can be responsible for the pathogenesis in CsA-induced
GO. Furthermore, our results support the hypothesis that gingival fibroblasts exhibit functional heterogeneity in response
to CsA in patients taking CsA.
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GiRIS

Fenitoin, siklosporin(CsA) ve Ca kanal blokerleri
buglin igin diseti bliyimesine neden oldugu bilinen
ilaglardir.**"* CsA, nakledilen organin reddini énle-
mek igin organ nakli hastalarinda ve bazi sistemik
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullaniimak-
tadir.*® Aragtirmalarda, CsA kullanan hastalarin dige-
ti byUmesi insidansi %8 ile %70 arasinda bildirilmig-
tir.3,25 CsA'nin digeti bliyimesine neden oldugu 10
yildan fazla siredir bilinmekle beraber, olusan bu de-
gisikligin patogenezi tam olarak aydinlatilamamigtir.
ilaca bagl diseti bilytimelerinde var olan boyutsal ar-
tistan epitel ve/veya bag dokusu cevabinin sorumlu
olabilecegi ileri siriilmistir.”*®## jlaca bagh digeti
blylmesinin patogenezi ile ilgili aragtirmalarin gogu
diseti bag dokusunun kollagen metabolizmasi (ze-
rinde yogunlagmistir. Histolojik calismalarda CsAya
bagh blylumis digetinin bag dokusunda ekstrasell-
ler matriksin, ozellikle de kollagen komponentlerin
arttigi bildirilmigtir."* Ancak CsA'nin digeti fibroblast-
larinin kollagen sentezine dogrudan etkisini arasti-

ran in vitro ¢aligmalarda geligkili sonuglar verilmis-
tir_l.ﬁ.ﬂ.!a

Glikozaminoglikan(GAG)lar, diseti bag dokusu-
nun kollagen olmayan makromolekdllerinin ana gru-
bunu olugturur. GAG'lar dokuda genellikle proteine
bagli olarak bulunur ve proteoglikan(PG) adini alir.
PG'ler, proteine bagh kigik oligosakkarit kompo-
nentleri ile tekrarlayan disakkarit Gnitelerinden olu-
san GAG'lari iceren protein-polisakkarit kompleksle-
ridir. PG'ler diger ekstraseliler matriks komponentle-
ri ile birlikte hiicre davraniglan ve dokunun bitinli-
ginin korunmasi gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol
oynarlar. Ayrica, ekstraselliler matrikste sivi akigini
duzenleyerek osmotik basincin korunmasi ve doku
elastisitesinin saglanmasinda da rol alirlar.®

PG'larin ilaca bagli diseti biylimesindeki roliinii
aragtiran az sayida ¢aligsma yapiimistir. Digeti fibrob-
lastlarinca yapilan PG sentezi (izerine CsA'nin etkisi-
ni aragtiran in vitro galigmalarda geligkili sonuclar ve-
rilmigtir.*""* Stereolojik ve biyokimyasal yéntemler
kullanarak ¢alismalar yapan Dahlléf ve ark.** fenito-
in kullanan hastalarin biyimis disetinde kollagen
iceriginin azaldigini, PG miktarinin ise arttigini sap-
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tamiglardir. Mariani ve ark.™ da histokimyasal arag-
tirma verilerine dayanarak, CsA kullanan hastalara
ait blyumis digetinin bag dokusunda GAG seviyesi-
nin ylksek oldugunu bildirmiglerdir.

Bu ¢aligmada, 1) CsA kullanan bdbrek nakli has-
talarinin biyimis diseti dokularinda toplam PG di-
zeylerini biyokimyasal yontemle saptamak, 2) CsA
kullanan bébrek nakli hastalarinin blyimus digeti
dokularindaki toplam PG dizeyleri ile ayni hastalarin
blyamemis diseti dokularindaki toplam PG dizeyle-
rini ve digeti blylimesine neden olan ila¢ kullanma-
yan saglikh bireylerin saglikh diseti dokularindaki
toplam PG dizeylerini kargilastirmak amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Diseti dokusu o&rnekleri CsA kullanan ve ileri
diseti blylmesi goérilen 15 bobrek nakli hastasi
(yaslarn 27-52 arasi, 6 kadin) ile, diseti biyimesine
neden olan ilag kullanmayan 15 sistemik ve peri-
odontal agidan saglikli bireyden (yaslan 25-46 arasi,
8 kadin) (Kontrol grubu) elde edildi. Gruplardaki bi-
reylerin cinsiyet ve yasa gore dagilimiarinin benzer
olmasina 6zen gosterildi. Bobrek nakli hastalarinin
CsA disinda digeti bliyimesine neden olabilecek
basgka ilag kullanmamalarina ve bagkaca sistemik
hastaliklarinin olmamasina dikkat edildi. Kontrol gru-
bundaki bireylerin CsA ve digeti biylimesine neden
oldugu bilinen diger ilaglan kullanmamalarina da
Ozen gosterildi. Bébrek nakli hastalan terapétik doz-
da CsA ile birlikte azathioprin (2-2.5 mg/kg/giin) ve
prednisolone (10 mg veya daha az) kullanmaktaydi-
lar. CsA kullanan hastalarin diseti buyimeleri peri-
odontal atasman kaybinin olmadig: yalanci ceblerin
varlig ile karekterize idi. Diseti bliylimesi Angelo-
poulos ve Goaz'in* kriterlerine gdre degerlendirildi.
Bu degerlendirmeye gére 2 veya 3 digeti biyimesi
degerine sahip digeti papilleri, CsA kullanan hastala-
rin biylimis diseti érneklerinin alinacagi ileri digeti
biyumeli bdlgeler olarak kabul edildi. Bu degerlen-
dirmeye gore ayni hastalarin biylimemis olan digeti
papilleri de, blyimemis diseti dokusu &érneklerinin
alinacagi bélgeler olarak segildi.

Calismamizin baslangicinda, CsA kullanan has-
talara agiz hijyeni egitimi verildi ve gerektiginde disg
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ylzeyi temizligi ile polisaj islemleri uygulandi. Daha
sonra CsA kullanan her hastadan segilen 1 biyimus
ve 1 bilyimemis diseti papiline ait doku érnekleri cer-
rahi periodontal tedavi sirasinda alindi. Blyumus di-
seti drnekleri alt ve (st 6n bolge diglerinin labial yi-
zeylerinden elde edildi. Kontrol grubundaki her birey-
de 6n bolgeye ait 1 saglikli digeti papiline ait doku or-
negi cerrahi operasyon sirasinda elde edildi. CsA
kullanan hastalar ve kontrol grubundaki bireylerden
alinan tim diseti dokusu orneklerinde klinik olarak
enflamasyon yoktu. Diseti érnekleri, 6rnek alinacak
boélgeden uzakta vestibiler forniks mukozasina yapi-
lan lokal aneztezi sonrasi alindi. Diseti rneklerinde
epitel ve bag dokusu ayrimi yapilmadi. Diseti 6rnek-
leri, biyokimyasal analizleri yapilincaya kadar +4°C
de etanol iceren cam tiiplerde saklandi.

Digeti 6rneklerindeki toplam PG dizeyleri Em-
bery ve ark.’nin® yéntemine gére belirlendi. Bu yon-
temin esasi, PG fraksiyonundaki lronik asit analizine
dayanmaktaydi. Diseti 6rneklerindeki ronik asit mik-
tarlarinin élglimleri, standart olarak glukronik asit kul-
lanilarak, Bitter ve Muir'in” tanimladiklar karbazol
tetraborat yontemi ile gergeklestirildi. Diseti dokusu
orneklerinin Uronik asit degerleri spectrofotometrede
525 nm dalga boyunda okundu. Birim kuru doku
agirhgindaki toplam Gronik asit miktarlari hesaplandi
ve kuru diseti dokusundaki toplam Gronik asit diizey-
leri % olarak (mg Gronik asit/100 mg kuru diseti do-
kusu) elde edildi.

Gruplar arasindaki toplam Gronik asit igerigine
iligkin farkhliklar Wilcoxon ve Mann-Whitney U test
ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

BULGULAR

CsA kullanan hastalar ve kontrol grubundaki bi-
reylere ait digeti 6rneklerinin ortalama toplam Gronik
asit dizeyleri Tablo I'dedir. Digeti dokusunun ortala-
ma Uronik asit miktar; CsA kullamimina bagh diseti
blylimesi goriilen hastalarin bliyimus digeti 6rnekle-
rinde kuru doku agirhginin % 0,41'i, ayni bireylerin
blylimemis disetinde kuru doku agirhiginin % 0,21’
olarak belirlendi. Kontrol grubundaki bireylerin klinik
olarak saglikli olan diseti 6rneklerinde ortalama (ro-
nik asit miktar ise kuru doku agirhiginin % 0,24’tni
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olusturmaktaydi. Istatistiksel degerlendirmelerde;
CsA kullanan hastalarda biyimisg digeti 6rneklerinin
toplam Uronik asit miktarinin, aymi hastalarin biyi-
memis diseti 6rneklerinin ve kontrol grubu bireylerin
saglkl diseti 6rneklerinin degerlerinden istatistiksel
anlamda yiksek oldugu (sirasiyla, p=0,0022 ve
p=0,0151) belirlendi. Diger taraftan, CsA kullanan ve
diseti blylmesi gorilen hastalarin buylimemis dige-
ti 6rnekleri ile kontrol grubuna ait saglikh diseti or-
neklerinin toplam Gronik asit diizeylerinin istatistiksel
bakimdan farksiz oldugu saptandi (p=0,4259).

Tablo I. Kontrol grubundaki bireylerin saglikl digetinde, ve
CsA kullanan bébrek nakli hastalarinin blyimis
digeti (CsA-bliyimis digeti) ve blylimemis digeti
(CsA-bilyimemis digeti) dokularinda toplam tronik
asit miktarlar (kuru dokuda % Uronik asit )

Uronik asit miktari (%)
(mg Uronik asit/100 mg kuru doku)

Digeti dokusu drnekleri

Kontrol grubu - saglkl digeti 0,24 £ 0,09
CsA - blylimiis digeti 041+02"
CsA - blylimemig digeti 0,21 £ 0,06

* Kontrol grubu bireylerin saglikl digeti érneklerinden ve
CsA kullananlarin biyimemis digeti érneklerinden istatis-
tiksel anlamda farkhlik (sirasiyla; p=0.0151 ve p=0.0022)

TARTISMA VE SONUG

CsA kullanan hastalarda gérilen diseti blyime-
sinin patogenezi bu giine kadar tam olarak aydinlati-
lamamistir. Oysa ki, ézellikle organ nakillerinin sayi-
si son yillarda hizla yikseldigi i¢in, CsA kullanimi
gin gectikge artmaktadir. Buna paralel olarak,
CsA'nin yan etkilerinden biri olan diseti bliyimesi de
gittikge daha blylik sorun olarak gelecekte kargimi-
za cikacaktir. Bu nedenle CsA'ya bagh digeti biyi-
mesinin mekanizmasini aydinlatacak arastirmalar gi-
derek daha fazla dnem tagimaktadir. Daha dnce ya-
pilan arasgtirmalarda, ilaca bagh biyumis digetinin
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bag dokusunda ekstraselller matriksin arttigi rapor
edilmigtir."* CsA'nin digeti kollagen metabolizmasi-
na dogrudan etkisini aragtiran ¢aligmalarda farkli so-
nuglar bildirilmigtir. Bazi arastincilar® CsA'nin digeti
fibroblastlarinin kollagen dretimini arttirdigini, bazila-
n*s® jse fibroblastlarin proliferasyonuna ve kolla-
gen Uretimine CsA'nin etkisi olmadigini bildirmigler-
dir.

Digeti fibroblastlarinin PG sentezi (zerine
CsA'nin dogrudan etkisini konu alan gok az sayida
aragtirma yapilmigtir. Barber ve ark.* CsA kullanan
hastalarin bliyimis disetine ve saghkli kigilerin nor-
mal digetine ait fibroblastlarin toplam protein ve PG
sentezlemelerinde CsA'nin etkisini karsilagtirmis ve
aralarinda fark olmadigini belirlemiglerdir. Calisma-
larinda yiksek yogunlukta hicre kultirl kullanan
Zebrowski ve ark.” CsAya bagl biyimis disetine
ait fibroblastlarin normal digeti fibroblastlarindan da-
ha fazla PG dretimi yaptiklarini bildirmiglerdir. Newell
ve ark."” ise, normal disetinden ve CsA'ya bagli biy(-
mis disetinden elde ettikleri fibroblastlar ¢aligmala-
rninda kullanmuglar, bliymis digetine ait sadece di-
sk yogunluklu fibroblast kiltirindeki GAG tretimi-
nin CsA tarafindan arttinldigini saptamiglardir. In vit-
ro arastirmalarda farkli tekniklerin ve farkli hiicre
kaynaklarinin kullaniimas: farkli arastirma sonuglari-
ni dogurmus olabilir. O nedenle CsA'ya bagh diseti
bliyimesinde var olan bag dokusu degisikliklerinin,
in vitro arastirmalardan g¢ok doku seviyesinde yapi-
lan aragtirmalarla daha iyi agiklanabilecegini disi-
nerek aragtirmamiz planlanmistir.

Wondimu ve ark.” stereolojik c¢aligsmalarinda,
CsAya bagh blyimus digetine ait bag dokusunda
kollagen matriksin azaldigini, kollagen olmayan mat-
riksin ise arttigini belirlemiglerdir. Mariani ve ark.™
da, CsAya bagh bliylimis digetinde yiiksek seviye-
de GAG varligini histokimyasal ydntemle géstermis-
lerdir. Biyokimyasal yéntem kullandigimiz arastirma-
mizda, CsA kullanan hastalardaki biyimis diseti or-
talama toplam Gronik asit miktarinin, kontrol grubun-
daki saglikli diseti ortalama toplam Gronik asit mikta-
rindan yaklagik 2 kat fazla oldugu belirlenmistir. Di-
setinin kollagen dUzeyini biyokimyasal analiz ile tayin
eden Akalin ve ark.' CsA kullanirina bagl biyimis
olan digetinin toplam kollagen miktarinin degismedi-
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gini, toplam protein seviyesinin ise ylkseldigini sap-
tamiglardir. Bdylece bu aragtiricilanin sonuglar aras-
tirma verilerimizi desteklemistir. Dahllof ve ark.® daha
dnce yaptiklar aragtirmalarinda, fenitoin kullanimina
bagli biyumuUs digeti drneklerinde saglikh digeti &r-
neklerinden 2,7 kat fazla Gronik asidin bulundugunu
saptamiglardir. Hastalarin kullandigi ilaglar farkl ol-
makla beraber, aragtirmamizin sonuglari ile Dahllof
ve ark.'nin® aragtirma sonuglar uyumlu bulunmustur.
Ayrica aragtirmamizda, CsA kullanan hastalara ait
blyimemis digeti drneklerinin ortalama toplam Uro-
nik asit miktari, ayni hastalarin blylimis diseti or-
neklerinin degerinden disik, kontrol grubundaki bi-
reylerin saglikl diseti 6rneklerinin degeriyle ise ben-
zer bulunmustur. Bu sonuglarimiz, digeti bag dokusu
fibroblastlarinin CsA ile etkilesimde farkl fonksiyonel
davranig gosterdigi savini desteklemektedir.™*™ Yap-
tigimiz literatlir taramasinda, CsA'ya bagli blyimis
disetinde biyokimyasal yontemlerle toplam PG dize-
yi tayini yapilan aragtirmaya rastlanamamig, bu ne-
denle de verilerimiz karsilagtinlamamigtir.

Arastirmamizin sonuglari, digeti dokusu toplam
PG dizeyindeki artigin CsA'ya bagh diseti blyimesi-
nin patogenezinde rol oynayabilecegini gostermekte-
dir. Ancak, CsA kullanan hastalarda blyimis digeti-
nin toplam PG diizeylerindeki artis, PG sentezindeki
artmaya veya ylkimindaki azalmaya bagl olabilir.
Mekanizmanin daha iyi agiklanabilmesi igin, CsA kul-
lanan ve ileri diseti biyimesi gorilen hastalarda in
situ hibridizasyon gibi daha ileri tekniklerle doku PG
dizeyi tayininin gergeklestirilecegi ve PG yapim/yiki-
mindaki degisikliklerin incelenecedi ileri arastirmala-
rn yapiimasi gerektigine inaniyoruz.
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