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OZET

Siklosporin-A (CSA) organ transplantasyonu yapilan hastalarda kullanilan immiin sistemi baskilayici bir ilagtir. Organ nak-
li yapilan hastalarda kullanimi gerekli olan bu ilacin ne yazik ki birgok yan etkisi de mevcuttur. En belirgin yan etkilerin-
den bir tanesi de digeti blyimesidir. Yapilan aragtirmalar 1giginda digeti bliyiime mekanizmalar hakkinda gesitli gérisler
one surilmisse de, hali hazirda bu konuda kesin bir bilgi mevecut degildir. llaglara bagl digeti biyimelerinde patagone-
zin ana mekanizmasinin fibroblastlarin bag dokusu hiicresel matriksinde olusturduklar degisiklikler oldugu konusunda fi-
kir birligi mevcuttur. Kalsiyum kanal blokerlerinden nifedipinin olugturdugu digeti biytimesinin klinik ve histolojik olarak sik-
losporin A'ya bagl diseti bilylimesi ile benzerlik géstermesi, ayrica nifedipine bagl digeti bilyimelerinde hicreigi Ca™ me-
tabolizmasinin etkili oldugu yéniindeki galigmalar géz 6niine alindiginda, siklosporine bagl digeti biyiimelerinde de ayni
metabolizmanin etkili olabilecegi dustndlebilinir. Galismamizin amaci siklosporin A'nin in-vitro ortamda insan gingival fib-
roblastlarinin hiicre igi Ga** metabolizmasi tzerine etkilerinin incelenmesidir. Hicre kiiltirl ortaminda insan gingival fib-
roblastlari 500ng/It siklosporin A igeren ve igermeyen vasatli ortamda bir pasaj boyunca uretildikten sonra hiicre igi Ca**
tayini igin Fura-2 AM ile igaretlenerek spektrofotometrede degerlendiriimisdir. Siklosporin A'nin saglikli bireylerde elde edi-
len digeti fibroblastlarinin hiicre igi Ca* miktarini degistirmedigi, bu ilac! kullanan hastalarda gérilen digeti bylmesinin
patogenezinde hicre i¢i Ca** ‘nun etkili olamiyabilecegdi sonucuna varilmisgtir,
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SUMMARY

Cyclosporine A is an immunosuppressant commonly used for patients receiving organ transplant. One of the most
common side effect of CSA is gingival overgrowth. Mechanism of pathogenesis of drug induced gingival overgrowth is
uncertain and widely studied. Alteration of the cellular matrix of connective tissue has been suggested as the main mech-
anism of pathogenesis in the drug-induced gingival overgrowth. Calcium channel blockers such as nifedipine also induce
gingival overgrowth with similar clinical and histological characteristics such as CSA induced. This indicates that changes
in Ca** metabolism may be of importance in the pathogenesis of the CSA induced lesions.The aim of the present study
was to determine the in vitro effects of CSA on intracellular Ca** in human gingival fibroblasts derived from normal
gingival tissue. In vitro gingival fibroblasts were grown in medium with and without 500ng/It CSA during a passage. Than,
fibroblasts were marked with Fura-2AM for 30 minutes and Ca** was determined with EiImer LS 50 B spectrofotometer.
The results indicate that the intracellular Ca* in gingival fibroblasts derived from normal gingival tissue was not altered
by CSA and this mechanism may not play a role in the clinical development of gingival overgrowth.
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GIRiS

Siklosporin A organ transplantasyonu uygulanan
hastalarda siklikla kullanilan immun sistemi baskila-
yici bir preparattir. immun sistemi, T lenfositler tara-
findan yapilan interldkin 2'yi bloke ederek ve bu hiic-
relerin IL-2'ye cevabini azaltarak inhibe ettigi bilin-
mektedir®. Ayrica bu etkisini indirekt olarak T hiicre-
lerinden gesitli lenfokinlerin salgilanmasini azaltarak
da gosterir. Bu salginin azalmasi monositler tarafin-
dan yapilan interlékin 1 (zerinde etkilidir".

Organ nakli sonrasinda kullanimi zorunlu siklos-
porin A'nin birgok yan etkiside mevcuttur. Bu yan et-
kileri nefrotoksisite, hepatotoksisite, norotoksisite,
perioral hiperestezi ve digeti bliyimesi olarak sirala-
yabiliriz>. Dighekimligini ve bizleri ilgilendiren en
onemli yan etkisi diseti biytimesidir. Bu blylimeler
genellikle ilaca baglandiktan (¢ ay sonra ortaya ¢ik-
maktadir ve ilaci kullanan hastalarin yaklagik %
30'unda gorilmektedir®*®. Gorlilme sikligr gocuklar-
da ve bayanlarda daha yiiksek olup dncelikle inter-
dental papil bdlgesinde baglamakta, 6n diglerde ve
linguale nazaran labial disetinde daha siklikla izlen-
mektedir*®. Siklosporine bagl digeti biyimesinin
etyolojisi giinimizde tam anlamiyla ortaya konama-
migtir. Bu, diger ilaca bagh digeti biylimeleri iginde
gecerlidir. Bilindigi gibi kullanimi sonrasi digeti bly-
mesi seklinde yan etki gosteren diger ilaglar arasin-
da en yaygin olarak gorilenler fenitoin ve nifedi-
pin'dir. Bu Gg ilagin kullanimi sonrasi gérilen digeti
biyimeleri hem makroskobik hem de histolojik ola-
rak birbirlerine biyiik oranda benzerlikler gbsterir”.

Ozellikle kalsiyum kanal blokérii olan nifedipinin
de diseti blyumesi seklinde bir yan etkiye sahip ol-
masi, Brunius ve arkadaslarinin® 1989, Modeer'in®
1991 yilinda yaptiklari, fenitoinin digeti fibroblastlar-
nin hiicre igi Ca** miktarinda degisikliklere yol agtigi-
ni gésteren galigmalarinin sonuglari géz 6nine alin-
diginda, hicre igi Ca*® metabolizmasinin ilaglara
bagli digeti blylimelerindeki etkisi yeni aragtirmalara
konu tesgkil etmistir.

Hen(z yeterince aydinliga kavugmamis bu konu-

yu irdelemek amaciyla in vitro kosullarda siklosporin
A'nin digeti fibroblastlarinin hiicre igi Ca® miktar
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tizerine etkilerini ortaya koymak, bu yolla siklospori-
ne bagl diseti bllyimelerinin patogenezine 151k tuta-
bilmek amaciyla bu ¢aligmayi planladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda periodontal olarak saglikh birey-
lerden elde edilen digeti fibroblastlar kullanildi. Hic-
reler %10 fetal calf serum ve %1 antibiyotikli DMEM
icerisinde 37 °C'de %5 CO,, %95 hava igeren ortam-
da etlive edilerek tretildiler.

Calismamizda 5. pasaj hicreler kullanildi. Hic-
reler, kiiltdr kaplarindan tripsinize edilerek kaldirildik-
tan sonra vitalite testi yapilarak 1 mliinde 2 x 10°
hiicre bulunacak sekilde seyreltildi. Takiben 6 adet
35 mm'lik kiltir kabi igerisine ml'inde 2 x 10° hiicre
bulunan vasattan 2 ml eklenerek, her kiltir kabinda
4 x 10° hiicre sayisina ulagildi. Daha sonra 1 x2cm
boyutlarinda kesilerek hazirlanmig cam lamlar her
kiltdr kabina ikiger adet olacak sekilde yerlestirildi. 3
adet kiltir kabindaki hiicreler kontrol grubu olarak
kullaniimak Gzere antibiyotiksiz DMEM igerisinde, di-
ger 3 kiltir kabindaki hucreler ise igerisinde
500ng/ml siklosporin-A bulunan antibiyotiksiz DMEM
bulunan ortamda inkiibe edildiler.

Vasat igerisine eklenen siklosporin %95'lik etil al-
kolde eritildi. Vasat igerisindeki etil alkol miktarinin
hiicre Gremesini engellememesi agisindan 1/1000
oranini gegmemesine dikkat edildi’. Fibroblastlarin
lamlarin Gzerini tamamen &rtlinceye kadar Uremele-
rine izin verildi. Takiben ortamdaki vasat uzaklagtiril-
di ve lamlar Krebs Ringer-Hepes ile yikanarak uzer-
lerindeki vasat artiklari tamamen uzaklagtinidi. Lam-
larin Uzerinde Gremis bulunan fibroblastlarin hicreigi
Ca** miktarinin dlgilebilmesi amaciyla, tim lamiar 2
mikromol FURA/2AM iceren vasat igerisinde
37°C'de 30 dakika sure ile inklibe edilerek isaretlen-
diler’. Lamlar tekrar Krebs Ringer-Hepes ile yikana-
rak Uzerlerindeki fura artiklar uzaklagtirildi. Siklos-
porin A iceren ve icermeyen vasat igerisinde Uretilen
hiicrelere ait 6'sar lam 3'erli gruplara ayrildi. Bdylece
Kontrol grubuna ve deney grubuna ait 3'er lamdan
olusan 2'ser grup olugturulmus oldu. Bu olugturulan
gruplara ait hicrelerin hiicreigi Ca** miktarlari spekt-
rofotometrede kalsiyum iceren ve igermeyen ortam-
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larda 6lglldd. Kalsiyum igeren ortam igin 1mM
CaCl,, kalsiyum igermeyen ortam iginse 1mM EGTA
iceren Krebs Ringer-Hepes sollsyonlari kullanildi.
Spektrofotometrik dlgim igin her lam ayn ayr 6zel
olarak hazirlanmig tutuculara 30° lik aglyla konularak
spektrofotometri kiivetine yerlestirildi. Kiivet igerisi-
ne daha sonra kalsiyum igeren ve igermeyen Krebs
Ringer-Hepes eklendi ve hiicre ici kalsiyum oranlari
Perkin Elmer LM 50 B Luminescence Spektrofoto-
metresinde oGlglildl. Eksitasyon dalga boyu olarak
360nm ve 400nm, kullanilirken emisyon 510nm'de
kaydedildi. Her lam igin 3 ayri élgiim yapildi 360/400
nm dalga boyundaki eksitasyon 6lgiimlerinin oranla-
r hesaplanarak ortalamalari alindi. Sonuglar Mann-
Whitney U testi kullanilarak istatistiksel olarak deger-
lendirildi.

BULGULAR

Siklosporin A igeren ve icermeyen vasatta retil-
mis digeti fibroblastlarinin hiicre i¢i Ca*® miktarlarinin
olgliimesine ait spektrofotometride elde edilen 360
nm ve 400 nm'deki eksitasyon degerlerinin oranlari-
na ait degerler Tablo I'de goériilmektedir.

Tablo |. Digeti fibroblastlarinin hicre igi Ca*
miktarlarina ait 360 nm ve 400 nm'deki
eksitasyon oranlar.

Kalsiyum iceren Kalsiyum icermeyen
ortamdaki dlglimler ortamdaki dlcimler
Siklosporin A | Kontrol | Siklosporin A| Kontrol
1.26 1.19 1.32 1.31
1.25 1.28 1.29 1.28
1.25 1.21 1.22 1.35
P> 0.05

Tablodan da anlasilacagi gibi siklosporin igeren
ve icermeyen vasatta Uretilen fibroblastlarin kalsi-
yumlu ve Kalsiyumsuz ortamlarda yapilan hiicre igi
Ca** olgimleri sonucunda elde edilen degerler biri-
birine gok yakindir ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktur.
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TARTISMA VE SONUC

Fenitoin, diseti blyimesine yol agan ilaglar ara-
sinda Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan olmasina rag-
men son yillarda 6zellikle siklosporin-A ve nifedipin
ile ilgili arastirmalarda da artig gérilmektedir®®'*'*®,
Ozellikle siklosporin-A'nin organ transplantasyonlari
sonras! kullaniminin vazgegilemez gerekliligi disi-
nildiglinde, yapilan ¢alismalarin 6nemi ortaya ¢ik-
maktadir. Diseti blylimesi yapan ilaglarla ilgili ¢alig-
malardaki temel amag, patogenezin bir bagka deyis-
le digeti bliyimesinin hangi mekanizmalarla olustu-
gunu ortaya koymaya yoneliktir. Diseti biylime me-
kanizmasinin ne sekilde oldugunun agiklanmasi,
beraberinde ¢oziimide getirebilecektir. Glinimize
kadar siklosporine bagl diseti blyimelerinin sebep-
lerini agiklamaya ¢aligsan cesitli aragtirmalar mevcut-
tur*eni2 By caligmalarin bazilarinda blyimenin
insidansini azaltmada oral hijyen uygulamalarinin
onemli oldugu belirtilmis, etiyolojik ajan olarak ilagtan
cok bakteri plagi sorumlu tutulmugtur'*'**#. Ancak,
Seymour 1987 yilindaki uzun sireli galismasinda di-
seti bliylimesinin siddeti ile Gingival indeks (Gl) ve
Plak indeks (PI) skorlari arasinda belirgin iligkinin ol-
madigini belirtmistir®. Bakteri plagi varligi; diseti bii-
ylimesi gorilen bélgelerin inflame hale gelmesini ko-
laylastirmaktadir. Bu sekilde klinik gérlinim daha
abartil hale gelmektedir.

Bartold® 1989 yilinda siklosporin A'ya bagli diseti
blylimelerinin T-hicreleri disindaki hiicreler tarafin-
dan module edilebilecegini 6ne sirdigi ¢aligmasin-
da, siklosporine maruz birakilan diseti fibroblastlari-
nin, Uremelerini inhibe edecek konsantrasyondaki li-
popolisakkarit konsantrasyonlarinda bile artan bir
Ureme yetenegi gosterdigini, hiicrelerin DNA sentezi-
nin ve proliferasyonunun arttigini belirtmis, aktivite-
nin diseti blyimesi gérilen bolgelerden elde edilen
fibroblastlarda daha ylksek oldugunu gdstermistir.
Ayrica ayni arastirici 1987 yilinda, siklosporin kulla-
nan hastalarin diseti bilylimesi gdsteren bélgelerin-
den elde edilen fibroblastlarin, ayni hasta grubunun
saglikh diseti bolgelerinden elde edilen fibroblastlara
oranla daha fazla metabolik ve proliferatif aktivite
gosterdigini agiklamigtir’. Calismamizda her ne ka-
dar bu yénde bir dlgim yapilmamis ise de siklospo-
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rin igeren ortamdaki fibroblastlarin gok daha hizli bir
sekilde Uredikleri gdzlenmigtir.

Zebrowski®, 1994'de siklosporine bagl digeti bl-
yumelerinde fibroblastlarin proteoglikan yapiminda
etkili rolG oldugunu, ayrica digeti blylmesi bulunan
bdlgelerden elde edilen fibroblastlarin, in vitro kosul-
larda siklosporine maruz birakilan fibroblastlara
oranla daha fazla proteoglikan salgiladiklarini belirt-
mistir. Schincaglio™ ise 1992'deki in vitro ¢aligmasin-
da siklosporinin digeti fibroblastlarinin kollajen sente-
zinde artiga neder oldugunu gdstermistir. O'Valle™
benzer aragtirmasinda, siklosporinin intraepiteliyal
olarak depolanmasinin ve iltihabi infiltrasyonun dige-
ti blyumesi siddeti ile iligkili olabilecegini 6ne slr-
mustlr. 1996 yilindaki aragtirmasinda Nell ve arka-
daglari", antiproliferatif etkisi olan prostoglanin I,'nin
(PGl,) siklosporin-A tarafindan inhibe edildigini ve
bunun sonucunda fibroblastlarin mitotik ve prolifera-
tif aktivitelerinin arttigini belirtmiglerdir.

Yukarida belirtilen galigmalarda siklosporin kulla-
nimina bagl diseti blylmelerinin patogenezi hakkin-
da gesitli gorugler éne slrlimektedir.

Hicre igi Ca* miktarinda meydana gelen degi-
siklikler sekresyon, proliferasyon, blyime ve diffe-
rensiyasyon gibi hicresel fonksiyonlarin dizenlen-
mesi agisindan énemlidir. llag kullanimina bagli ola-
rak meydana gelen diseti biyimelerinde hiicre igi
Ca” miktarinda meydana gelen degisikliklerin
onemli rol oynadigini gésteren galigmalar mevecut-
tur**®, Calismamizda bu konu irdelenmeye galigiimig,
ancak siklosporinin saglikli digetinden elde edilen
fibroblastlarin hicre i¢i Ca** miktarinda bir degigikli-
ge yol agmadigi bulgulanmigtir. Bu siklosporin A'ya
bagli digeti biylmelerinin hicre igi Ca** miktarindaki
degisikliklere bagli olarak meydana gelmedigini di-
sUndirebilir. Caligmamizda saglikli bireylerden elde
edilen fibroblastlarin kullaniimasi bu konuda kesin
bir kaniya varmamizi engelleyen en &nemli unsur-
dur. Ayrica bu sonucu degerlendirirken siklosporinin
bu tir bir degisikligi direkt olarak kendisi degil meta-
bolitleri yoluyla olugturabilecegini de géz éninde tut-
mamiz gereklidir. hlcre i¢i Ca* digeti blyumelerin-
deki rollind aragtiran galigmalarin bir kisminda sag-
likli bireylerden elde edilen fibroblastlar kullaniimig,
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bir kisim galigmada ise hcreler ilaci kullanan ve di-
seti bliyimesi gdsteren kigilerden elde edilerek ya-
piimistir.

Konuyu bu yéniyle inceledigimizde siklosporine
bagh digeti bliyumelerinde hicre igi Ca** rolini tam
anlamiyla ortaya koyabilmemiz igin ilaci kullanan
hatta digeti blylmesi gdsteren hastalardan elde edi-
lecek fibroblastlar Uzerinde galigmamiz gerekliligi or-
taya gikmaktadir. Bu yondeki ¢aligmamiz halen de-
vam etmektedir. Sirmekte olan galigmamiz sonugla-
rinin konunun daha iyi irdelenmesi agisindan yararli
olacag: dliglincesindeyiz.

Galigmamizda elde ettigimiz sonuglar goz dnlne
alindiginda in vitro kosullarda siklosporin A igeren or-
tamda Uretilen insan gingival fibroblastlarinin hiicre
ici Ca* seviyesinde herhangi bir degisiklige neden
olmamaktadir. Bu sonug itibariyle siklosporin A kul-
lanimina bagli olarak gorilen digeti blyimelerinde
hiicre igi Ca* metabolizmas etkili dedildir diyebiliriz.
Bu konunun farkli yénleriyle irdelenmesi bu ilaca
bagl digeti bllyilme mekanizmalarini ortaya konma-
sinda faydali olacaktir.
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