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OZET

Sistemik sklerozun patogenezi tam olarak bilinmese de, immiin
aktivasyonun patogenezde onemli rol oynadigr diisiiniilmektedir. Sekukinumab,
interlokin (IL)-17A’y1 bloke eden bir monoklonal antikordur. Metformin yaygin
olarak kullanilan oral anti-diyabetik bir ilactir. Son zamanlarda, metforminin yeni
pleiotropik etkileri, 0&zellikle anti-proliferatif ve anti-fibrotik aktivitesi
aciklanmistir. Calismamizin amaci, bleomisin (BLM) ile olusturulmus deneysel
deri fibrozunda sekukinumab ve metformin uygulamalariin profilaktik ve
teropatik etkinliklerinin belirlenmesidir.

Calismaya ortalama 6 hafta yasinda ve 20-25 gram agirliklarinda, 50 adet
Balb/c disi fare alindi. Fareler 5 gruba ayrildi: (grup 1 [kontrol], 2 [sham], 3
[sekukinumab], 4 [metformin] ve 5 [sekukinumab + metformin]). Kontrol
grubundaki farelere 100 pl fosftla tamponlanmis salin (FTS), diger gruptaki
farelere ise 100 pg BLM (100 pl FTS igerisinde), 4 hafta siire ile her giin,
subkutan (sc) olarak uygulandi. Ek olarak, 3. ve 5. gruptaki farelere 10 mg/kg
dozunda sekukinumab haftada bir sc; 4. ve 5. grupundaki farelere giinliik 50
mg/kg metformin (oral) 28 giin olarak uygulandi. Fare gruplarinin hepsi 4. hafta
sonunda sakrifiye edildi ve yapilacak analizler i¢cin doku ornekleri alindi.
Histopatolojik analizlere ek olarak, doku IL-17A ve kollajen 3A mRNA diizeyleri
real-time PCR yontemi degerlendirildi.

Tekrarlayan BLM enjeksiyonlar1 dermal fibroza neden olmustu. Ek olarak,
BLM grubunda doku IL-17 ve kollajen 3A mRNA ekspresyonlaro artmisti.
Sekukinumab ve metformin dermal fibrozu hafifletmisti. Sekukinumab ve
metformin demal kalinligi, doku IL-17A ve kollajen 3A mRNA diizeylerini
anlamli azalmisti.

Sonug olarak, sekukinumab ve metforminin BLM ile uyarilmis dermal

fibroz modelinde anti-fibrotik etkiler sergileyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel skleroderma, sekukinumab, metformin
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ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF SECUKINUMAB AND METFORMIN
TREATMENTS ON BLEOMYCIN INDUCED EXPERIMENTAL
SCLERODERMA MODEL

Although the pathogenesis of systemic sclerosis is not exactly known, it is
thought that immune activation has prominent roles in pathogenesis. Secukinumab
is monoclonal antibody againist interleukine (IL)-17A. Metformin is a widely
used anti-diabetic medication. Recently, the pleiotropic effects of metformin have
been disclosed, in particular its anti-proliferative, immunomodulating, and anti-
fibrotic activities. The purpose of our study is to determine the prophylactic and
therapeutic efficacy of secukinumab and metformin on bleomycin (BLM) induced
skin fibrosis.

50 Balb/c female mice which their average age is 6 weeks and their
average weight is 20-25 grams where selected. The mice were divided into 5
groups: (group 1 [control], 2 [sham], 3 [secukinumab], 4 [metformin] and 5
[secukinumab + metformin]). The mice in the control group received 100 pl
phosphate buffered saline (PBS), while the mice in other groups received 100 pl
(100 pg) BLM in PBS subcutaneously (sc) every day for 4 weeks. In addition,
mice in groups 3 and 5 received secukinumab at a dose of 10 mg/kg/week sc, and
mice in the groups 4 and 5 received oral metformin (50 mg/kg/day) for 28 days.
All groups of mice were sacrificed at the end of 4™ week and tissue samples were
taken for analysis. In addition to histopathological analysis, skin tissue mRNA
expressions of IL-17 collagen 3A were measured by real-time PCR.

Repeated BLM injections had caused dermal fibrosis. In addition, mRNA
expressions of IL-17 and collagen 3A were increased in the BLM group.
Secukinumab and metformin ameliorated dermal fibrosis. They decreased dermal
thickness and IL-17A and collagen 3A mRNA levels.

In conclusion, secukinumab and metformin may exhibit anti-fibrotic

effects in the BLM induced skin fibrosis.

Keywords: Experimental scleroderma, secukinumab, metformin.
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1. GIRIS

Skleroderma veya diger adiyla sistemik skleroz (SSk) kas-iskelet, deri,
mide-bagirsak, kalp ve bobrek, akciger olmak iizere pek cok sistemi tutabilen
ancak etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamayan kronik bir hastaliktir.
Skleroderma 30 ve 50 yaglar arasinda pik yapar ve kadinlarda erkeklerden ii¢ kat
daha sik goriilmektedir (1). Patogenezinde, sirasiyla ortaya c¢ikan, immun
aktivasyon, vaskiilopati ve yaygin fibroz suglu tutulmaktadir (2).

Immiin aktivasyon ve vaskiilopati (endotelyal hiperaktivasyon) sonucu
fibroblastik aktivasyon, eksraselliiler matriks yapiminda artis ve eksraselliiler
matriks degradasyonunda azalma, skleroderma patogenezinin temel ozellikleri
olarak bilinse de, sklerodermanin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir
(3-6). Patogenezin endotelyal hiicre hasar1 ve immiin aktivasyon bdliimii icin
cevresel ve genetik faktorlerin yaninda mikrokimerizm tetikleyici risk faktorleri
olarak belirtilmektedir (6). Vaskiilopati ile iliskili Raynaud fenomeni (RF) ve
kapilleroskopik anormallikler sklerodermanin onciil bulgularindandir ve bu
bulgular preklinik donemde bile saptanabilmektedir. Meydana gelen
proliferasyonun nedeni net olarak bilinmemektedir, ancak dokularda iskemi ile
sonuglanmaktadir. Vaskiilopati endotelyal hasar sonucu, enflamatuar hiicrelerin
adezyonuna ve migrasyonuna neden olmaktadir (7).

Skleroderma hastalarinin deri lezyonlarinin histopatolojik incelenmesinde
T lenfositler, makrofajlar, mast hiicreleri ve daha az oranda B lenfosit
infiltrasyonlar1 saptanmistir (2). Sklerodermada interlokin (IL)-4, IL-17 ve TGF-$3
gibi T lenfosit aracili sitokinler ve T lenfosit aktivasyon belirteclerinden olan 1L-2
reseptdr ekspresyonunun arttigi  bilinmektedir. Aktive olan T lenfositler,
CD154/CD40 ligand1 aracilig1 ile fibroblastlara baglanarak direkt veya IL-4 ve
TGF-B gibi profibrotik sitokinler araciligi ile dolayli olarak fibroblastik
aktivasyona ve sonucta kollajen, fibronektin gibi ekstraselliiler matriks (ESM)
yapitaglarinin sentezinde artisa neden olmaktadir. Fibroblastlar
(miyofibroblastlar), ESM yapitaglarinin sentezi yaninda, IL-6, tranforme edici
biiyiime faktorii (TGF)-B1, trombosit kaynakli biliyiime faktdrii (PDGF) ve
kollajen doku biiylime faktorii (CTGF) gibi pro-fibrotik sitokin ve biiyiime



faktorlerini de dretirler. Boylece, fibroblastlar bir kez aktive olduktan sonra
otokrin Ozellik kazanmakta ve aktivasyon icin enflamatuar hiicre uyarimina
gereksinimleri kalmamaktadir (8-13). Ayrica skleroderma hastalarinda dermal
fibroblastlarin apoptoza direngli olduklar1 gdsterilmis ve bu da artmis bcl-2
ekspresyonu ile iliskilendirilmistir (14). ESM degradasyonu ise matriks
metalloproteinaz (MMP)’lar ile saglanmaktayken, doku MMP inhibitorleri (tissue
inhibitor of metalloproteinases [TIMPs]) bu dengeyi fibrogenez Ilehine
kaydirmaktadir. Sklerodermada MMP-1, 3 ve 13 diizeylerinin ve aktivitelerinin
azaldigi, TIMP-1, 2 ve 3 fretiminin ise arttigt gosterilmis ve MMP/TIMP
dengesinin bozuldugu ileri siiriilmiistiir (15, 16).

Sklerodermali hastalarda artan IL-17 diizeyi endotelyal hiicrelerden
interseliiler hiicre adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1) gibi adezyon molekiillerinin iiretimini artirarak,
enflamatuar hiicre infiltrasyonuna yardimei olmaktadir (8-13).

Sekukinumab IL-17A’ya secici olarak baglanan ve noétralize eden yiiksek
afiniteli bir insan immunoglobulin (Ig) G1 monoklonal antikoru olup pro-
enflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salimimini inhibe eder (17).
Sekukinumabin sedef hastalig1 ve ankilozan spondilit dahil bir dizi immiin aracili
enflamatuar hastalikta etkili oldugu gosterilmistir (18, 19). Sekukinumabin, ifade
edilen reseptdr iizerine olan bu etkileri, SSk tedavisinde etkin olabilecegini
diistindiirmektedir.

Metformin, esas etki mekanizmasi mitokondriyal solunum zinciri
kompleksi 1’in gegici inhibisyonu olan, yaygin kullanilan bir antidiyabetik ilactir.
Son zamanlarda, 6zellikle anti-proliferatif, immiino-modiile edici ve anti-fibrotik
aktivite gibi yeni pleiotropik 6zellikleri ortaya konulmustur (20-24). Metforminin
bu mekanizmalar Tlizerine etkisi SSk tedavisinde etkin olabilecegi

diistindiirmektedir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Skleroderma

Skleroderma deri ve i¢ organlarin fibrozu, ESM sentezinde artis ve
birikimi, vaskiilopati ile karakterize multisistemik kronik otoimmiin enflamatuar
bir hastaliktir. Deride sertlik ve kalinlasma ile karekterize deri fibrozu, hastaligin
tipik bulgusudur. Sklerodermada akciger, kalp, bobrekler ve gastrointestinal

sistem (GIS) siklikla tutulmaktadir (1).

1.1.1.1. Tam ve Simiflama

American College of Rheumatology (ACR) grubunun 1980 yilinda
belirledigi siniflandirma kriterlerine gore, 1 major ve 2 minor kriter varliginda
SSk tanis1 konulabilmektedir. Bu setin % 91 duyarlilik ve % 99 ozgiillik ile
sergiledigi bildirilmistir (25).

Tablo 1. ACR 1980 skleroderma siniflandirma kriterleri

Major Metakarpofalangeal ~veya  metatarsophalangeal eklemlerin
bulgu: proksimalindeki deride sertlik

Minor 1. Sklerodaktili

bulgular: 2. Parmak ug¢larinda iilser skari

3. Bibaziler pulmoner fibroz

1980 ACR skleroderma klasifikasyon kriter setinin erken SSk ve yaygin
cilt tutulumlu SSk’li hastalar i¢in tan1 koymadaki diisiik sensivitesi nedeniyle,
2013 yilinda ACR/European League Against Rheumatism (EULAR) ortak
girisimi ile yeni siiflandirma kriterleri yaymlanmistir (Tablo 2 ve 3). Bu yeni
kriter setinin 1980 ACR kriterlerine gore daha iyi bir performans gosterdigi ve
tan1 duyarliliginin eski kriterlere gore daha yliksek oldugu one siiriilmiistiir (26-

29).



Tablo 2. ACR/EULAR 2013 skleroderma siniflandirma kriterleri*

Ogeler Alt-63e(ler) Puan’
Her iki el MKF eklemlerin proksimaline kadar uzanan - 9
deri kalinlagmasi (yeterli kriter)
Parmaklarda deri kalinlagmasi Odemli parmaklar 2
ha ytiksek 1
(sadece daha yiiksek puan sayilir) Sklerodaktili 4
Parmak uglarinda lezyonlar Ulserler 2
(sadece daha yiiksek puan sayilir) Deprese skarlar 3
Telanjiektazi - 2
Anormal kapilleroskopi - 2
PAH ve/veya IAH (maksimum skor 2) PAH
[AH 2
RF - 3
SSk iligkili otoantikor pozitifligi Anti-sentromer 3
(maksimum skor 3) Anti-topoizomeraz | 3
3

Anti-RNA polimeraz- III

* Bu kriter seti, SSk ¢aligsmasina dahil edilmesi diisiiniilen herhangi bir hastaya uygulanabilir. SSk
benzeri hastalig1 olan (nefrojenik sklerozan fibroz, jeneralize morfea, eozinofilik fasiyit, sklerodem
diyabetikorum, skleromiksodem, eritromiyalji, porfiriya, liken skleroz, graft-versus-host hastaligi,
diyabetik keriyoartropati) veya parmaklarin korundugu deri kalinlasmasinin saptandigi hastalara

bu kriterler uygulanamaz.

1 Total skoru > 9 olan hastalar kesin SSk tanist alir. Total skor, her bir kategorideki saptanan
maksimum puanlarin toplamu ile belirlenir.

ACR: American College of Rheumatology, EULAR: European League Against Rheumatism,
MKF: Metakarpofalangeal, IAH: Interstisyel akciger hastaligi, PAH: Pulmoner arteryel

hipertansiyon, RF: Raynaud fenomeni, SSk: Skleroderma, RNA: Riboniikleik asit



Tablo 3. ACR/EULAR

2013 skleroderma smiflandirma kriterlerindeki

Ogelerin/alt 6gelerin tanimlari

Ogeler

Tanimlar

Deri kalinlagmasi

Travma, yaralanma vb sonrast skarlasmaya bagli olmayan deride
kalinlagma veya sertlesme olmasidir

Sis (puffy) parmaklar

Genellikle parmaklarda yaygin, cukurlagsmayan ve eklem kapsiiliiniin
normal sinirlariin 6tesine kadar uzanan yumusak doku kitlesinde
artis olmasidir. Normal parmaklar, falanks ve eklem yapilarim dis
hatlarini takip eden dokularla distale dogru incelir. Sis parmaklarda
sekil bozulur. Daktilit gibi diger nedenlere bagli degildir.

Parmak ucu {ilserleri veya

pitting skarlar

PIF eklem veya distalinde iilserler veya skarlar olup travmaya bagli
oldugu disiinilmemektedir. Dijital pitting skarlar, travma veya
eksojen nedenlerden ziyade iskemi sonucu parmak uglarinda gelisen
deprese alanlardir

Telanjiektazi

Gorilinlir, makiiler, dilate, ylizeysel, basinca solan ama baski
kaldirildiginda yavasca dolan kan damarlaridir. SSk-benzeri paternde
telanjiektaziler yuvarlak ve iyi sinirl olan; agiz iginde, dudaklarda ve
ellerin bulunan;  ve/veya mat-benzeri
telenjiektazilerdir. Dilate ylizeysel damarlardan ve merkez arteriol ile
hizla dolan spider anjiomadan ayirt edilebilir.

lizerinde biiyiik

SSk ile uyumlu

kapilleroskopi

Tirnak dibinde perikapiller hemoraji olsun veya olmasin genislemis
kapiller ve/veya kapiller kayip olup ayrica kiitikiil tizerinde

goriilebilir

PAH

Standart tanmimlara goére sag kalp kateterizasyonu ile PAH tanist
konulmustur

IAH

Bilgisayarli akciger totmografisi veya akciger grafisinde bazallerde
pulmoner fibroz goriilmesi ve oskiiltasyonda Velcro rallerin de
duyulmasidir.

RF

Bir hekim tarafindan goriilen veya hastanin ifade ettigi, soguga maruz
kalma veya duygusal strese yanit olarak solukluk, siyanoz ve/veya
reaktif hiperemiden olusan, parmaklarda siklikla ayak
parmaklarinda en az 2-faz renk degisimi s6z konusudur (genellikle
bir faz solukluktur).

A\~

SSk iligkili otoantikorlar

Anti-sentromer antikor (veya ANA testinde goriilen sentromer
patern), anti-topoizomeraz I antikoru (anti-scl-70) veya anti-RNA
polimeraz III antikorunun yerel laboratuvar standartlarina gore pozitif
olmalidir

ACR: American College of Rheumatology, EULAR: European League Against Rheumatism,
PAH: Pulmoner arteryel hipertansiyon, [AH: Interstisyel akciger hastaligi, RF: Raynaud fenomeni,
SSk: Skleroderma, ANA: anti-niikleer antikor, RNA: Riboniikleik asit.

1.1.1.2. Epidemiyoloji

Skleroderma

gostermekte, bu da

insidans

ve prevalanst populasyonlara gore farklilik

genetik  predispozisyonun ve ¢evresel faktorlerin

epidemiyolojide rol oynadigini diisiindiirmektedir. Prevalansi yaklagik milyonda



250 iken, insidanst milyonda 20’dir. Kadinlarda 3 kat daha sik goriilmektedir (30,
31).

1.1.1.3. Etiyoloji

Sistemik sklerozun etiyolojisi tam olarak anlagilmamakla birlikte, deri ve
i¢ organlarda ilerleyici fibroz ve mikrovaskiiler yapilarda bozulmanin gorildigi
ayrica, ¢ok sayida hiicresel ve hiimoral immun bozuklugun birlikte rol aldigi
kronik otoimmun bir hastaliktir. Etiyolojisinde genetik ve cevresel etmenler
birlikte su¢clanmaktadir.

Ailesel olgularin goriilmesi, sklerodermali olgularin ailelerinde baska
otoimmun hastaliklarin ve diger otoantikorlarin sik saptanmasi; degisik etnik
gruplar arasinda siklik ve klinik 6zelliklerinin farkliliklar géstermesi; bazi insan
16kosit antijeni (HLA) antijenlerinin skleroderma olgularinda daha sik saptanmasi
sebebiyle skleroderma olusumunda genetik faktorlerin rol aldig diistiniilmektedir
(32). Amerikali yerli irk gruplarinda saptanan skleroderma olgular1 arasinda HLA
DRB1*¥1602, DQ*0501, DQB1*0301 daha sik saptanitken beyaz 1rk
sklerodermali olgularda ise HLA DRB1*1101, DRB1*1104, DQA1*1501,
DQBI1*0301, DRB1*0301, DQA1*0501, DQB1*0201 daha sik rastlanmaktadir.
Bunun yaninda yerli Amerikali olgular arasinda daha agir hastalik ile seyreden
Anti-topoizomeraz-1 antikoru daha sik iken; beyaz olgular arasinda daha hafif
hastalik varligi ile seyreden Anti- sentromer antikoru daha sik pozitif saptanmistir
(33).

Mikrokimerizm plasentay1r gecebilen fetal hiicrelerin annenin kan ya da
dokularinda saptanmasidir. Baz1 arastirmacilar doku i¢ine karigmis olan bu fetal
hiicrelerin, ¢evresel faktorlerin etkisiyle aktive olup, annede bir ¢esit graft-versus-
host reaksiyonu (GVHR)’na yol agtiklarini, bunun da skleroderma klinik
ozelliklerini baslattiklarini iddia etmistir. Ote yandan GVHR ile skleroderma
arasinda klinik, histopatolojik ve serolojik benzerliklerin olmasi bu hipotezi
desteklemektedir (13).

Bakteriyel ve viral gesitli enfeksiydz ajanlarin (sitomegaloviriis [CMV],
helikobakter pilori, epstein bar virus [EBV], parvovirus B19 ve retroviruslarin)

skleroderma etiyolojisinde rol alabilecegi diisiiniilmiistiir (34).



Kimyasal maddeler ile temas sonucu skleroderma ile olduk¢a benzerlik
gosteren tablolar olusabilmektedir. Cesitli nedenlerle kullanilan bleomisin (BLM)
deride renk degisikligi ve sklerotik degisikliklere neden olabilmektedir (35).
Ayrica benzen, toliien, silikon, silikoz, L-triptofan, gadolinimun (kontrast madde
icerigi nefrojenik fibroz sendromu ile iligkilidir) skleroderma etiyolojisinde

suclanmaktadir (36).

1.1.1.4. Patogenez

Skleroderma olusumu vaskiilopati, immiin aktivasyon, oksidatif stres ve
devaminda artmis fibroblastik aktivasyonun goriildiigii karisik bir mekanizma ile
aciklanmaktadir (30). Vaskiilopati ile iliskili RF ve kapilleroskopik anormallikler
sklerodermanin  6nciil  bulgularindan  olup  preklinik dénemde bile
saptanabilmektedir. Ayrica, dijital iilser, telanjiektazi, pulmoner hipertansiyon ve
renal kriz de sklerodermada vaskiilopati varliginin klinik kanitlaridir. Vaskiilopati,
enflamatuvar hiicrelerin sitokinler ve adezyon molekiilleri aracilig1 adezyonuna ve
migrasyonuna neden olmaktadir (7, 37).

Skleroderma hastalarmin deri lezyonlarinin histopatolojik incelenmesinde
T lenfositler, makrofajlar, mast hiicreleri ve daha az oranda B lenfosit
infiltrasyonlar1 saptanmistir (2, 38, 39). Sklerodermada IL-4, IL-17 ve TGF- gibi
T lenfosit aracili sitokinler ve T lenfosit aktivasyon belirteclerinden olan IL-2
reseptor ekspresyonunun arttigi bilinmektedir.

Skleroderma hastalarinda artan IL-17 diizeyi ise endotelyal hiicrelerden
ICAM-1, VCAM-1 gibi adezyon molekiillerinin iiretimini arttirarak enflamatuar
hiicre infiltrasyonuna yardimci olmaktadir (8- 13).

Aktive olan T lenfositler, CD154/CD40 ligand:1 aracilig1 ile fibroblastlara
baglanarak direkt veya IL-4 ve TGF-B gibi profibrotik sitokinler araciligi ile
dolayli olarak fibroblastik aktivasyona ve sonugta kollajen, fibronektin gibi
ekstraselliller matriks yapitaglarinin  sentezinde artisa neden olmaktadir.
Fibroblastlar (miyofibroblastlar), ESM yapitaslarinin sentezi yaninda, IL-6, TGF-
B1, PDGF ve CTGF gibi pro-fibrotik sitokin ve biiyiime faktorlerini de iiretirler.

Boylece, fibroblastlar bir kez aktive olduktan sonra otokrin 6zellik kazanmakta ve



aktivasyon i¢in enflamatuar hiicre uyarimina gereksinimleri kalmamaktadir (8-
13).

Ekstraselliiler matriks degradasyonu ise MMP’ler ile saglanmaktayken,
TIMPs bu dengeyi fibrogenez lehine kaydirmaktadir. Sklerodermada MMP-1, 3
ve 13 diizeylerinin ve aktivitelerinin azaldigi, TIMP-1, 2 ve 3 {iretiminin ise arttig1
gosterilmis ve MMP/TIMP dengesinin bozuldugu ileri siiriilmistiir (15, 16). Bu
durum skleroderma patogenezindeki fibrotik dokunun restorasyonunda yetersizlik
olmasina neden olmaktadir (40).

Sonugta, SSk’da endotelyal hiicrenin aktivasyonu, prolifere olmus
endotelyal hiicrenin fibroblastik hiicreye doniisiimii, fibrotik dokunun
restorasyonu i¢in baglatilan neovaskiilarizasyon ve ekstraselliiler matriks

tiretimindeki artis ile patogenik siirece katki yapabilecegi diisiiniilmektedir (40).

1.1.1.5. Klinik bulgular

Raynaud fenomeni sklerodermanin genellikle ilk bulgusudur. RF’nin
hemen ardindan ve/veya ¢ok sonralar1 deri ve i¢ organ tutulumlari ortaya cikabilir.
RF, el ve ayak parmaklari, daha nadiren kulak burun ve dilde stres ve soguk gibi
kolaylastirict faktorlerle ortaya ¢ikar. Renal, pulmoner ve koroner damarlarda da
sogukla ortaya ¢ikan RF nadiren goriilebilir. Parmaklarda solukluk, kizariklik ve
morarma seklinde goriilebilen ii¢ fazli renk degisikligi her olguda ardisik olarak
meydana gelmeyebilir (41). RF Basit bir renk degisikligi seklinde olabilecegi gibi
ilerleyici iskemi, iyilesmeyen dijital {ilser, gangren ve otoamplitasyonlara ve
sekonder enfeksiyonlara neden olabilir (42).

Deri tutulumu fibrotik, enflamatuvar ve atrofik evreler ile seyredebilir.
Enflamasyon evresinde 6dem sebebiyle parmaklar ve eller basta olmak {izere 6n
kol ve ayaklarda deri ¢izgilerinin kayb1 ve sislik dikkat cekicidir. Yag ve ter
bezlerinin atrofisi, deride kuruluk ve kasintiya neden olabilmektedir. Fibrotik
stirecte, metakarpofaringeal ve metatarsofaringeal eklemlerin distalinde sinirlt deri
degisiklikler goriiliir ve bu durum sklerodaktili olarak tanimlanir. Derideki
sertlesme ve pigmentasyon degisiklikleri boyun, omuzlar, gégis iist kismi, bel ve
pantolon kemeri gibi basinca ugrayan alanlarda daha belirgindir. Yaygin cilt

tutulumlu SSk’da deri ve tendon fibrozu sonucu gelisen eklem kontraktiirleri,



ciddi fonksiyon kaybina neden olabilir. Subkutan kalsinoz 6n kol, dirsek veya
parmaklar gibi travmaya ugrayan deri alanlarinda hidroksiapatit depolanmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Kalsinoz bdlgelerinde deri iilserleri ve sekonder
enfeksiyonlar gelisebilir (42).

Sklerodermada, deriden sonra en sik etkilenen ikinci bdlge gastrointestinal
bolgedir. Orofarenksten aniise kadar her yer tutulabilir. Tiim hastalarin % 75-
90’mnda GIS tutulumu oldugu varsayilmaktadir. GIS tutulumunun karakteristik
ozelligi ise diiz kas fibrozudur. Hastalarin yaklasik % 80’inde Ozefageal
disfonksiyona bagli motilite bozuklugu goriilmektedir. Hastalarda siklikla alt
Ozefagus sfinkter basincinda azalma, Ozefageal klirenste bozulma ve gastrik
bosalmada gecikme olmasi nedeniyle gastrodzefageal reflii hastaligi meydana
gelir. Sklerodermada gastrik antral vaskiiler ektazi, gastroparezi ve telenijektazi
seklinde gastrik tutulum belirtileri goriilebilir. Baz1 hastalarda yemek sonrasi
abdominal distansiyon ve kramp tarzinda abdominal agr1 saptanabilir. Vaskiiler
degisikliklere baglh olarak {ist GIS kanamas1 da meydana gelebilir. Hastaligin ince
barsak tutulumunda asir1 bakteri g¢ogalmasi nedeniyle gelisen diyare ve
malabsorbsiyon veya mekanik ileus semptomlarini taklit eden fonksiyonel ileus
(psodoobstriiksiyon) olusabilir. Kolon ve anal tutulumda ise siddetli kabizlik
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 (43-45).

Sklerodermada akcigerler GIS’ten sonra ikinci en sik tutulan organlardir.
Erkek cinsiyet, difiizyon kapasitesinde azalma ve enflamatuar belirtegler akciger
tutulumunun siddeti ile iligskilendirilmektedir (46). Akciger tutulumu
sklerodermal1 hastalarda morbidite ve mortalitenin en sik nedenidir. Interstisyel
akciger hastaligi (IAH) ve/veya pulmoner arteryel hipertansiyon (PAH) en sik
birlikte goriilebilen klinik tablolardir. Bununla birlikte yaygin deri tutulumu ve
anti-scl-70 pozitifligi olan hastalarda IAH ve PAH siklikla daha erken goriiliir.
Anti-sentromer antikor pozitifligi olan hastalarda ise IAH gelisme riski diisiiktiir
(47). Sklerodermada hastalifin erken donemlerinde, akciger hasari baglamadan
once, alveollerde enflamatuar hiicre birikimi olmaktadir. Akcigerlerdeki

fibroblastlarin kollajen yapimi artmistir. Yani akciger fibrozu alveolit gelistikten



sonra baslamaktadir. Sklerodermada akciger fibrozu akciger fonksiyonlarinda
bozulmaya, respiratuar voliimde ve diflizyon kapasitesinde azalmaya neden
olmaktadir (48).

Sklerodermada subklinik kalp tutulumu siktir (41). Patoloji serilerinde,
hastalarin % 81’inde yama tarzinda myokardiyal fibroz bulgusuna rastlandigi
bildirilmektedir (49). Ekokardiyografi (EKO) ile saptanan diyastolik disfonksiyon
PAH’in erken bulgusu olabilir (50). Myokardiyal Raynaud fenomeninin bir
sonucu olarak kardiyak iskemi ve ileti sisteminin tutulumu nedeniyle tasiaritmiler
ortaya ¢ikabilmektedir (51). Ventrikiiler ve daha az siklikla atriyal erken vurular
goriilebilir. SSk’da kardiyak tutulum koétii prognoz isaretidir (52). Kalp tutulumun
hastalarin yasam beklentisinde dnemli bir rol oynadig1 ortaya konulmustur (53).

Sklerodermanin i¢ organ tutulumlari arasinda en kotii prognoz bdbrek
tutulumudur (54). Yaygin deri tutulumlu hastalar, akut skleroderma renal kriz
(SRK)’i i¢in yiiksek risk tagirlar (55). Ek olarak, Anti-RNA polimeraz III antikor
varligi da akut SRK ile iligkilendirilmistir (56). SRK, ¢ogunlukla ilk 4 yilda
gelismektedir. Ancak, SRK’nin kronik formu yillar sonra ortaya c¢ikar ve
hastalarin c¢ogunda renal fonksiyonlarda 1limli azalma disinda klinik bulgu
gostermez. Proteiniiri, azotemi, arteryel hipertansiyon (>140/90 mmHg) ve
glomertiler filtrasyon hizinda azalma belirlendiginde SRK olasilig1 diisiintilmelidir

(55).

1.1.1.6. Tedavi

Giliniimiizde sklerodermanin uluslararasi diizeyde kabul edilmis bir tedavi
protokolu bulunmamaktadir, uygulanan tedaviler ise daha ¢ok sklerodermanin
bazi bulgularini kontrol altina almay1 amacglamaktadir (57). Skleroderma tedavisi,
tutulan organ sistemlerine ve klinik bulgularin agirligina gore diizenlenmelidir.

Vaskiiler sistem tutulumunda tedavideki ama¢ RF sikligini azaltmak,
iskemiyi yavaglatmak ve iskemi sebebiyle olusan lezyonlarin iyilesmesini
saglamaktir. RF olan hastalarin stres, soguk ve sigara kullaniomindan kag¢inmalari,
ekstremitelerini  sicak tutmalar1 ve gerekmedik¢e vazokonstiiriiktor ilag
kullanmamalar1 gerekmektedir. RF tedavisinde dihidropiridin grubu kalsiyum

kanal blokerleri (KKB), anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri ve
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anjiotensin reseptor blokerleri (ARB) gibi vazodilatatdr ilaglarin yararl olduklari
kanitlanmistir.  Yukaridaki tedavi ajanlari ile yakinmalarin kontrol altina
alimamadigr veya kontrendikasyonlar nedeniyle kullanilamadigi durumlarda o-
reseptor blokerleri, fosfodiesteraz tip 5 (PDE-5) inhibitorleri, topikal nitrogliserin
veya intravendz (iv) prostaglandin analoglari kullanilabilmektedir. Cok ciddi
vakalarda, hastalar farmakolojik bir servikal sempatektomiden veya cerrahi dijital
sempatektomiden yararlanabilir. Diger taraftan endotelin reseptor antagonisti
(ERA) olan bosentan, yeni dijital {ilserlerin olusumunu azaltabilir (57- 59).

Gastroozefageal yakinmalar1 olan hastalarda uygun beslenme yaklagimlari
(sik ve az miktarlarda yemek vb.), yiiksek yastikta yatmak gibi yasam sekli
degisiklikleri, H2 reseptor blokorleri ve proton pompa inhibitdrleri kullanilabilir.
Metoklopramid gibi prokinetik ilaglar, iist GIS motilitesini artirmak igin
kullanilabilir. Ozefagus darliklar1 igin periyodik endoskopik dilatasyonlar
yapilabilir. Alt GIS semptomlari varsa ve bu durum bakteriyel ¢ogalma ile
iligkilendirilirse, kinolonlar veya amoksisilin-klavulanik asit gibi genis spektrumlu
antibiyotikler kullanilabilir (57).

Sklerodermanin pulmoner tutulumlarindan en sik goriileni IAH’in
tedavisinde immiinsiipresif ilaglar etkili olabilmektedir, bu sebeple EULAR SSk
hastalarinda gelisen IAH tedavisinde siklofosfamid kullanimini dnermistir (57).

Sklerodermaya sekonder olarak gelisen PAH’in tedavisinde, oncelikli
olarak hastalarin fonksiyonel durumunun belirlenmesi gerekmektedir (60).
Medikal tedavisinde prostasiklin analoglari, ERA’lar ve PDE-5 inhibitorleri
kullanilabilecek tedavi ajanlaridir. Prostasiklin  analoglarindan iloprost,
epoprostenol ve treprostinilin egzersiz kapasitesi, dispne skoru, kardiyopulmoner
hemodinamiler ve yasam siiresine olumlu etkileri bildirilmistir (60, 61). iloprost,
bir prostasiklin analogu olup, inhalasyon seklinde uygulanmasi daha az sistemik
yan etki olusturmaktadir. Bosentan, sitaksentan ve ambrisentan, giiclii bir
vazokonstriktor ve diiz kas mitojeni olan ET-1’in reseptdr antagonistleridir. ET-1,
etkilerini ET-A ve ET-B olarak bilinen iki reseptdr {izerinden
gerceklestirmektedir. Bosentan, hastalarda egzersiz kapasitesi, pulmoner vaskiiler
direng ve pulmoner arter basinci iizerine olumlu etkiler géstermektedir. ERA’larin

etkileri yavas ortaya ¢iktigindan, ileri evrelerdeki ve hemodinamik olarak stabil
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olmayan hastalarda ilk tercih olmamalidir (60). Nitrik oksit, vazodilatator etkisini
hiicre i¢i siklik guanozin monofosfat (cGMP) tizerinden gostermektedir. PDE-5
inhibitorii olan sildenafil, cGMP ve bodylece NO iizerinden pulmoner vaskiiler
yapilarda vazodilatator etki gostermektedir (60). PAH’ a sekonder son donem sag
kalp yetmezligi gelistiginde ve kombine tedavilere karsin hastanin yakinmalari
kontrol altina alimamadiginda atrioseptostomi, kalp-akciger veya sadece akciger
transplantasyonu uygun se¢eneklerdir (57).

Malign hipertansiyon ve hizli ilerleyen bobrek yetmezligi bulgular ile
seyreden SRK, sklerodermanin en 6nemli komplikasyonlarindan birisidir (62).
SRK riski yiiksek olan hastalar, kan basinci ve renal fonksiyonlar ac¢isindan daha
sik ve diizenli olarak izlenmelidir (57). SRK tedavisinde ACE inhibitorleri ilk
secilecek ilaglardir (57). Baz1 hastalarda, tiim tedavi yaklasimlarina karsin, gegici
ve/veya kalici diyaliz ve sonugta bobrek transplantasyonu gerekebilmektedir.

Sklerodermada siklikla karsilagilan kalsinoz, tekrarlayan mikrotravmalara
ugrayan On kol, dirsekler ve parmaklar gibi bolgelerde gozlenmekte ve kalsinoz
bulundugu bolgelerde deriyi hasarlayarak, iilsere lezyonlara ve ikincil
enfeksiyonlara neden olmaktadir (63). Degisik calismalarda, kalsinoz tedavisinde
warfarin, minosiklin, aliiminyum hidroksit, aspirin, kolsisin, probenesid,
bifosfonatlar ve diltizemin etkinlikleri arastirllmistir. Ayrica, ylizeyel ve kiiglik
kalsinozlarda karbondioksit lazer tedavisi, biiyiik kalsinozlarda ise cerrahi iglemler
uygulanabilmektedir. Ancak, bu tedavi yaklagimlarindan higbiri kalsinozun
Onlenmesi ve tedavisinde standart tedavi olarak kabul edilmemektedir (63).

Giiniimiizde, yerlesmis fibroz tedavisinde kullanilabilecek olan onay almis
herhangi bir temel etkili ilag bulunmamaktadir (58). Skleroderma deri fibrozunun
tedavisi, bu hastalik ile ilgilenen klinisyenlerin 6niinde énemli bir sorun olarak
kalmaya devam etmektedir. Uzun yillardir kullanilmakta olan D-penisilaminin ise
etkisi tartigmalidir (64, 65). Kortikosteroidler, hastalik progresyonu iizerine etkili
degildir (36).

Sklerodermada  azatioprin, klorambusil ve  5-florourasil  gibi
immiinsiipresifler etkisiz bulunmustur (66, 67). Metotreksat ile yapilmis
calismalarda (68, 69) kismi bir etki rapor edilmis ve bu bulgular dogrultusunda

metotreksat EULAR’in skleroderma tedavi Onerilerinde yerini almistir (35).
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Ancak klinigimizde yapilmis olan deneysel bir ¢alismada metotreksat tedavisinin

dermal fibroz {lizerine olumlu etkisinin bulunmadigi ortaya konulmustur (70).

1.1.2. Bleomisin (BLM)

Hayvan modelleri, hastaliklar1 arastirmada 6nemli bir rol oynamaktadir.
Kronik hastalik modeli olusturmak ise oldukca giictiir. Yillar iginde, degisik
fibroz modelleri olusturulmus; bu modeller igerisinde siklikla kullanilan
modellerden birisi de BLM uygulamasidir.

Bleomisin, Streptomyces verticillus adli bakteri tarafindan {iretilen bir
kemoterapdtik bir ajandir. insanlarda kanser tedavisi sirasinda énemli bir yan
etkisi olan pulmoner fibroz olusumuna neden olmasindan dolayr hayvan
modellerinde fibroz olusturabilmek ic¢in kullanilmaktadir. BLM skuamoz hiicreli
karsinomlar, germ hiicreli tiimorler, lenfoma ve malign plevral eflizyonlarin
tedavisinde (intraplevral uygulama ile) Oonemli bir rol oynamaktadir. BLM
etkisinin, timor hiicrelerinde tek ve ¢ift sarmalli DNA kiriklarina yol agmak
suretiyle hiicre siklusunu kesintiye ugratarak gosterdigine inanilmaktadir. Bu,
metal iyonlarin selasyonu ve olusmus psddoenzimin oksijenle reaksiyonu sonucu
olusur ve bunlar da DNA kiric1 stiperoksit ve hidroksil serbest radikallerinin
tretimine yol agmaktadir. Serbest radikallerin normalden fazla tiretimi pulmoner
toksisiteye, fibroblastlarin aktivasyonuna ve akabinde fibroza yol agan

enflamatuvar bir cevaba neden olabilir (71).

1.1.2.1 Bleomisin ile uyarilan dermal fibroz

1983 yilinda arastirmacilar, BLM uygulamasi1 sonrasi farelerde dermal
fibroz oldugunu bildirmislerdir (72). 1999 yilinda, Yamamoto ve ark. (73) BLM
ile uyarilmig skleroderma fare modelini gelistirmislerdir. Bu modelde,
arastirmacilar BLM’yi fosfat ile tamponlanmis salin (FTS) igerisinde
coziindiirerek, degisik dozlarda (0.1, 1, 10 ve 100 pg; tim dozlar 100 ul FTS
igerisinde), Balb/c farelerin tiras edilmis sirt derisine, her giin, subkutan (sc)
olarak enjekte etmislerdir.

Yamamato ve ark. (73), 1 pg ve daha yiiksek dozlarda, tekrarlanan BLM
uygulamalarinin 3-4. haftadan sonra skleroderma benzeri biyokimyasal ve

histopatolojik bulgulara yol ac¢tigini1 bildirmiglerdir (73, 74). BLM uygulamalar1
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sonlandirildiktan sonra da skleroderma bulgularinin en az 6 hafta devam ettigi ve
giinasirt uygulamalarin da benzer histopatolojik bulgular1 olusturabildigi
gosterilmistir.

Sklerodermada, hastaligin dogas1 geregi erken evrelerde dokularda
enflamatuar hiicre infiltrasyonu gozlenmekte ve ilerleyen evrelerde ise
enflamasyon yerini belirgin fibroza birakmaktadir. Boylece, BLM ile uyarilan
dermal fibroz modeli ve diger modeller ile yapilan calismalardan elde edilen
veriler, sklerodermanin erken donemini taklit etmekte ve hastaligin ilerleyen
donemleri konusunda yeterli bilgi sunamamaktadir. Srimatkandada ve ark. (75), 6
hafta, giinasin 50 pg BLM uygulandiginda 3. haftada fibroz gelistigini

gbzlemlemislerdir.

1.1.3. Sekukinumab

Sekukinumab, orta ve siddetli psdriyazis, psoriyatik artrit ve ankilozan
spondilit tedavisinde kullanilmaktadir (19, 76). Sekukinumab, IL-17A’y1 segici
olarak hedefleyen ve IL-17 reseptoriinii bloke eden rekombinant bir insan
monoklonal immiinoglobulin G1 (IgGl) antikorudur. Bu pro-enflamatuar sitokinin
inhibisyonu, bagisiklik fonksiyonunun ve deri histolojisinin normallesmesini
destekler ve bu nedenle psoriyaziste kullanilmaktadir (17, 77).

Sekukinumab’in ¢esitli viicut bolgelerini etkileyen kronik enflamatuar bir
cilt hastalig1 olan hidradenitis suppurativanin tedavisinde kullanildigini bildiren
caligmalar bulunmaktadir (78- 80). Sekukinumabin ifade edilen bu etkileri dikkate

alindiginda SSk tedavisinde etkin olabilecegi diistintilmektedir.

1.1.4 Metformin

Metforminin esas etki mekanizmasi mitokondriyal solunum zinciri
kompleksi 1’in gegici inhibisyonu olan yaygin kullanilan bir antidiyabetik ilagtir.
Son zamanlarda, 6zellikle anti-proliferatif, immune-modiile edici ve anti-fibrotik
aktivite gibi yeni pleiotropik 6zellikleri ortaya konulmustur (20, 24).

Metforminin, aktive olan AMP-activated protein kinase (AMPK)’1n
aracilik ettigi yol ile anti-enflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. AMPK’ nin
terapotik potansiyelini diisiindiiren bulgu ise, mTOR’u inhibe ederek Th17 hiicre
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baskilanmasi yapmasi ve sinyal transdiiktoriinii ve transkripsiyon aktivatorii 3
(STAT3)’lin inhibe etmesi olarak belirlenmistir (81).

Kang ve ark. (82) yaptiklar1 bir ¢alismada metformin ile aktive olan
AMPK’nin, Th17 hiicrelerinin popiilasyonunda bir azalmaya katkida bulunan
mTOR-STAT3 yolunu inhibe ettigini bildirmiglerdir. Myofibroblastlarin
infiltrasyonu inhibe eden TGF-beta, deri fibrozunda 6nemli rol oynamaktadir (83).
Yapilan calismalar TGF-betanin uyardigi derideki bu fibroz oral metforminin
inhibe ettigini gostermistir (21, 84-87). Ayrica, oral metforminin myofibroblast
farklilagsmasinda da rol oynadigi gosterilmistir (88).

Metforminin bu mekanizmalar iizerine etkisi SSk tedavisinde etkin

olabilecegi diislindiirmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
(FUHADEK) 05.04.2018 tarih ve 232 sayili onay:1 alinarak baslanildi. Calisma,
standart deneysel hayvan caligmalar1 etik kurallarina uygun olarak, Firat

Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde yapildi.

2.1. Deney Hayvanlar

Calismaya ortalama 6 hafta yasinda ve 20-25 gram agirliklarinda, 50 adet
Balb/c disi fare alindi. Fareler, 12 saat giines 15181 alan bir odada, 6zel olarak
hazirlanmis kafeslerde barindirildi. Farelerin beslenmesinde, FElazig Yem
Fabrikasi’ndan saglanan standart fare yemi kullanilarak ve kafeslerde o6zel
boliimlere yerlestirilmis olan ve ug¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile
su verildi. Tim farelerin sirt bolgesinde belirlenmis olan bir bolge, sc uygulamalar

i¢in tiras edildi.

2.2. Calisma gruplar ve uygulamalar

50 adet balb/c cinsi disi fare 5 gruba ayrildi: (grup 1 [kontrol grubu], 2
[sham grubu], 3 [sekukinumab grubu], 4 [metformin grubu] ve 5 [sekukinumab +
metformin grubu]).

Kontrol grubundaki farelere 100 pl fosfatla tamponlanmis salin (FTS),
diger gruptaki farelere ise 100 pg BLM (100 pl FTS icerisinde) 4 hafta siire ile her
giin, sc olarak uygulandi. Ek olarak, 3. ve 5. gruptaki farelere 10 mg/kg dozunda
sekukinumab haftada bir sc, 4. ve 5. gruptaki farelere giinliik 50 mg/kg dozunda

metformin (oral) 28 giin olarak uygulanda.

2.3. Doku drneklerinin toplanmasi

Deney sonunda tiim gruplardaki fareler, 4. haftanin sonunda, ketamin
(75mg/kg) + xylazine (10mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi altinda
dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan farelerin dokular1 hizla ¢ikarilip uygun
fiksatiflerle tespit edilip ardindan histolojik takip serilerinden gecirilip parafin

bloklara gomiildii. Ayrica, doku mRNA ekspresyonlari ise real-time PCR yontemi
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ile degerlendirildi. Bunun i¢in alinan doku 6rnekleri ¢alisma giiniine kadar -80 °C

de saklandi.

2.4. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler

Formalin soliisyonu igerisindeki doku 6rneklerinden, ayni giin igerisinde,
parafin bloklar1 hazirlandi. Bloklardan alinan kesitler Hematoksilen-Eosin ve
Masson-Trichrom ile boyanarak, 1stk mikroskobunda (Olympus BX-50) X40,
X100, X200 ve X400 biiyiitmede (uzman bir patolog tarafindan incelenerek)
enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrozun dereceleri belirlendi. Dermal kalinlik
(epidermo-dermal bileske ile dermis-subkutan yag dokusu bileskesi aras1 uzunluk)
icin, her bir denekte, en az iki farkli preparatta, X100 biiyiitmede, en az 5 farkli
Ol¢iimiin ortalamasi alindi.

Immunohistokimyasal degerlendirme, fibroblastlarin sayisin1 belirlenmesi,
monoklonal anti-alfa diiz kas aktin (aSMA) antikoru ticari kitinin deparafinize

kesitlere uygulanmasi sonrasi, aSMA aktivitesinin belirlenmesi ile yapildi.

2.5. Doku mRNA diizeylerinin belirlenmesi

Real-time polymerase chain reaction analizler i¢in toplanan doku
homejenatindan, uygun RNA izolasyon kiti kullanilarak, IL-17A ve kollajen 3A
mRNA expresyonlart RT-PCR yontemi ile belirlendi.

Farelerden elde edilen deri dokularindan RNA izolasyonu ig¢in Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) kullanildi. RNA dlgiimleri i¢in Qubit® RNA
Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD) ile yapildi. RNA miktar1 pg/ml olarak dl¢iildii. cDNA sentezi igin RNA
miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi.
Komplementer DNA sentezi (¢cDNA) i¢in her bir gruptaki 6rneklerden RNA
havuzu hazirlandi. Komplementer DNA Sentezi High-Capacity cDNA Reverse
Trancription Kiti ile gerceklestirildi. (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ABD). Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda ABI Prism 7500 Fast Real Time PCR cihazinda (Applied Biosystems,
Foster City, CA, ABD) Tag Man Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA) kullanilarak amplifiye edildi. Is1 kosullar1 50 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 10
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dakika X 40 sikliis, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1 dakika olacak sekilde
ayarlandi. Real Time PCR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. Caligsmada
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,
IBM-SPSS istatistik programinda yapildi. Gruplar arasindaki olas1 farkliklarin
anlamliligt 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 Uyarilmis Dermal Fibroz

Sadece FTS enjeksiyonu yapilan [. gruptaki farelerin deri doku
histopatolojik degerlendirilmesinde dermal fibrozun olugsmadig goriildii (Sekil 1A

ve 2A). Ancak, BLM uygulamalar1 dermal ve subkutan alanlarda enflamatuar

hiicre infiltrasyonuna ve dermal fibroza neden olmustu (Sekil 1B ve 2B).

Sekil 1. Calisma  gruplarinda
~  histopatolojik bulgular (hematoksilen
eozin, x100)

A: Kontrol grubu, B: Sham grubu, C:
Sekukinumab grubu, D: Metformin grubu
ve E: Sekukinumab+metformin grubu
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Subkutan BLM uygulamasi dermal kalinlik ve dermal enflamatuar hiicre

sayisini anlamli artirmistir (Tablo 4). BLM uygulanan sham grubunda dermal

fibroz belirgindi (Sekil 2A ve 2B).

- : Sekil 2. Calisma  gruplarinda
histopatolojik bulgular (Masson
Trikrom, x100)

A: Kontrol grubu, B: Sham grubu, C:
Sekukinumab grubu, D: Metformin grubu

ve E: Sekukinumab+metformin grubu

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, subkutan BLM uygulanan grupta o-
SMA pozitif hiicre sayist anlamli olarak artmistir (Tablo 4), (Sekil 3A ve 3B).
Histopatolojik bulgulara ek olarak, BLM uygulamalar1 kollejen 3A1 ve IL-17
mRNA ekspresyonlarini da artirmistir (Sekil 4 ve 5).
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Sekil 3. Calisma  gruplarinda
" histopatolojik kesitlerin
immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmesi (a-SMA, x400)

Tablo 4. Calisma gruplarinda dermal hiicre sayilar1 ve dermal kalinliklar

Kontrol BLM Sekukinumab | Metformin | Sekukinumab P*
+ Metformin
Dermal kalinlik 138.8+26.9 | 314.1299.1° | 200.1x18.1° | 215.6£23.5° | 188.6x27.3° | <0.001
(um)
Miyofibroblast 1.75£1.17 | 8.20+2.34° 2.56+0.73° 2.89+0.78° 2.71£0.76° | <0.001
(n/HPF)
Lenfosit (n/HPF) 1.63£0.52 | 2.10£0.57 1.33+0.50 2.2240.67 2.01+0.82 0.023

Mast hiicre (n/HPF) | 3.25+1.38 | 5.92+2.34° 3.72+1.19° 4.06+1.27° 3.84+1.66° 0.013

BLM: bleomisin, HPF: herbir alandaki hiicre sayisi
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Sekil 5. Calisma gruplarinda IL-17 mRNA ekspresyonlari

3.2. Sekukinumab ve metformin tedavileri

Hem sekukinumab hem de metformin dermal fibrozu geriletmistir (Sekil 1

ve 2). BLM grubu ile karsilastirildiginda, sekukinumab ve metformin uygulanan

gruplarda dermal kalinlik anlamli oranlarda azalmistir (Tablo 4). Benzer sekilde,

BLM grubu ile karsilastirildiginda, tedavi gruplarinda ortalama miyofibroblast (o.-
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SMA pozitif hiicre) ve mast hiicre sayilar1 anlamli azlamistir (Sekil 3). Ancak,
sekukinumab tedavisine metformin eklemenin histopatolojik bulgular agisindan
ek yarar1 gézlenememistir.

Hem sekukinumab hem de metformin uygulamalar1 kollajen 3A1 ve IL-17
mRNA ekspresyonlarin1 azaltmistir (Sekil 4 ve 5). Ancak, sekukinumab
tedavisine metformin eklemenin kollajen 3A1 ve IL-17 mRNA ekspresyonlari

acisindan ek yarar1 gézlenememistir.

23



4. TARTISMA

Bu calismada, BLM ile uyarilmis deneysel skleroderma modelinde
sekukinumab ve metformin uygulanmasinin olas1 profilaktik ve tedavi edici
etkinligi arastirilmigtir. Tekrarlanan BLM uygulamalari dermal enflamatuar hiicre
infiltrasyonu, myofibroblastik hiicre aktivitesi ve dermal kalinlikta artisa neden
olmaktadir. Sekukinumab ve metformin uygulamalar1 bu deneysel modelde
enflamatuar hiicre infiltrasyonu, myofibroblastik hiicre aktivitesi ve dermal fibroz
gelisimini 6nlemektedir.

Skleroderma kas-iskelet, deri, mide-bagirsak, kalp, bobrek, akciger olmak
tizere pek c¢ok sistemi tutabilen ancak, etiyolojisi henliz tam olarak
aydinlatilamayan kronik bir hastaliktir. Eldeki veriler dogrultusunda, hastaligin
patogenezinde ise sirasiyla ortaya ¢ikan immun aktivasyon, vaskiilopati ve yaygin
fibroz suglu tutulmaktadir (1, 2).

Sitokinler hiicre fonksiyonu ve hiicreler arasi iletisimi diizenleyen protein
yapilardir. Sitokinler arasinda enfeksiyon ajanlarina ve enflamasyonu tetikleyen
olaylara kars1 bulunan IL’ler, lenfokinler ve TNF-a gibi hiicre sinyal molekiilleri
bulunmaktadir. SSk’de, hastaligin patogenezine oOnemli olabilecek veya
patobiyolojinin yararh belirtegleri olabilecek birg¢ok sitokin veya biiylime faktorii
rol oynamaktadir. Sitokinler tedavi i¢in diger romatolojik hastaliklarda oldugu
gibi sklerodermada da mantikli hedefler olabilir. SSk’de, sitokinlere yonelik
tedavi yontemleri in vivo olarak hastalik patogenezine giiglii bir bakis acisi
saglayabilir ve boylece hedefe yonelik biyolojik tedavi yontemleri sayesinde
farkli tedavi segenekleri gelistirebilir (89).

Dogustan gelen bagisiklik sistemindeki ana hiicreler dogal katil (NK)
hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler sklerodermada Onemlidir. SSk’de
erken cilt tutulumunda, makrofajlar dermisdeki perivaskiiler bdlgede
bulunmaktadir (98). Sklerodermanin patogenezinde rol oyanayan CCL-2, TGF-f,
PDGF ve IFN, sialik asit baglayict immiinoglobulin-1’1 aktif makrofajlarin
direttigi bulunmustur. Bagisiklik sisteminin bir sentinel hiicresi olarak gérev yapan
mast hiicresi dermiste miyofibroblastlarin yakininda yer alir. Bunlar cesitli
TLR’leri ifade eder ve ayrica TGF-f, IL-4, IL-13, PDGF, monosit kemoatraktan

protein-1, IFN-a ve ET-1 gibi immiinolojik mediatorleri salgilamaktadir (99,

24



100). Bu sitokinler bagisiklik sisteminin uyarilmasini saglar. Fibroblastlar, mast
hiicreleri ve / veya makrofajlardan TGF-f’ya yanit1 takiben veya TLR tepkisi ile
dogrudan  aktivasyon yoluyla miyofibroblastlara  farklilagir.  Sonraki
miyofibroblast aktivasyonu, fibroza yol agan kollajen iiretimini uyarir (101).

B hiicreleri, humoral bagisiklik sistemi aracilifiyla otoimmiinitede kritik
bir rol oynamaktadir. Uyarilmis B lenfosit fonksiyonu, fibroza bagli sistemik oto-
enflamasyonu uyarir (108, 109). Sklerodermali hastadan yapilan biyopsi
materyalinde CD20 + B hiicrelerin varligi gosterilmistir (110-111). Ayrica, diger
B hiicre aktivasyonu biyobelirtecleri, B hiicre aktivasyon faktorii (BAFF) ve B2-
makroglobulin, SSk’de hastalik siddeti ve aktivitesi ile iligkili bulunmugtur (111).
Sklerodermali hastalarin neredeyse tamaminda ANA pozitiftir. Anti-ScL-70
yaygin cilt tutulumlu hastalarda pozitiftir ve kotii prognoz ile iliskilidir (112).
Anti-sentromer antikorlar1 ise smirh cilt tutulumlu SSk’nin karakteristigidir ve
daha iyi prognozla iligkilidir (113, 114). SSk hastalarinda kaspaz-3’e kars1 olusan
antikorlar ve pulmoner fibroz, vaskiiler hasar ve enflamasyonun siddeti ile iliskili
oldugu gosterilmigtir (115).

T lenfositler tarafindan sunulan hiicresel bagisikligin SSk’de doku
hasarinda rol oynadig1 gosterilmistir. Perivaskiiler enflamatuar hiicreler, fibrozu
destekleyen mediatorlerden agirlikli olarak CD3, CD4, CD45, MHC smif 2
antijeni ve IL-2 reseptorii salgilar (102, 103). Bu aktivasyon bilinmeyen bir
yolakla T hiicrelerinin aktive oldugunu gdsterir (104). Skleroderma patogenezinde
Thl ve Th2 sitokinlerinin karsit rolleri de gosterilmistir. Thl IFN-y sitokini
vasitastyla, sirastyla MMP ve TIMP dengesini diizenleyerek kollajen yikimi ve
sentez hizini diizenler. Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sitokinlerini
salgilayarak kollojen birikimini arttirir (105-107).

Th17 hiicrelerinin salgiladig1 ana sitokin, IL-17 adi almistir (120). Th17-
IL-17 ekseninin sistemik ve kutandz lupus eritematoz gibi, psoriyazis, Still
hastaligl, enflamatuar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit, ankilozan spondilit
dahil pek cok otoimmiin hastaligin patogenezinde rol oynadigi kanitlanmistir
(121-126). Kurasawa ve ark. (127) tarafindan yapilan bir ¢alismada, SSk’li hasta
grubunu kontrollerle kiyasladigi zaman daha yiliksek IL-17 serum seviyelerini
tespit etmiglerdir. Erken baslangicl lokalize skleroderma vakalari ile ilgili yapilan

caligmalar da artmig serum IL-17A seviyelerini gostermistir (128). Ayrica, SSk
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hastalarinda artan IL-17, endotelyal hiicrelerden ICAM-1, VCAM-1 gibi adezyon
molekiillerinin {iretimini artirarak, enflamatuar hiicre infiltrasyonuna yardimci
olmaktadir (8-13). Tersine, Nakashima ve ark. (129), SSk’de Th17 ve IL-17’nin
etkileri ile ilgili arastirmalar yapmis ve IL-17A’nin kollajen sentezini azaltarak
anti-fibrotik etkilere sahip oldugunu gostermistir.

Sekukinumab, IL-17A’ya sec¢ici olarak baglanir ve Kkeratinositler,
fibroblast benzeri sinoviyositler, endotelyal hiicreler, kondrositler ve osteoblastlar
tizerinde eksprese edilen IL-17 reseptorlerini inhibe eder. Sonug¢ olarak,
sekukinumab, otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarda asag1 yonlii iltihapl yollar
engeller (17, 130-134). Orta ve siddetli psoriyazis, psoriyatik artrit ve ankilozan
spondilit tedavisinde kullanilmaktadir (19, 76). Havrdova ve ark. (135) tarafindan
multipl skleroz hastalarinda ise sekukinumab tedavisi denenmistir. Sekukinumab
ifade edilen reseptor lizerine olan bu etkileri SSk tedavisinde etkin olabilecegini
diistindiirmektedir.

Biancheri ve ark. (136) tarafindan in vitro uygulamalarda IL-17A’nin
Crohn hastalarindaki intestinal fibrozla iligkisi ortaya konulmustur. Mehrotra ve
ark. (137) in vivo uygulamalarda IL-17A blokajimnin renal fibroz baskiladigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde, IL-17 eksikligi olan deney hayvanlarinda BLM ile
uyarilan pulmoner fibrozun daha az seviyelerde oldugu ortaya konulmustur (138).
Park ve ark. (139) IL-17A gen defekti olan farelerde in vivo iki farkli modelde
(BML ile uyarilan ve GVHD model) deri fibrozunun daha az oldugunu
gostemislerdir. Bizim c¢alisamiz, BLM ile uyarilan deri fibroz modelinde
sekukignumab ile IL-17A blokajimin deri fibrozunu baskiladigini ortaya
koymustur.

Metformin, anti-enflamatuar ve anti-oksidan &zelliklere sahip olup,
endotel disfonksiyonunu geriye cevirebilme Ozelligine de sahiptir (140-146).
Metformin, ana sensor olan ve memeli hiicrelerinde enerji homeostazisinin
diizenleyicisi olan AMPK’yi harekete gecirerek, metabolik bozukluklar i¢in de
terapotik bir hedefe aracilik etmektedir (147). AMPK aktivasyonu, genellikle
ATP’nin korunmasina ve iiretilmesine neden olan bir¢ok yolu etkilemektedir
(148).

Metforminin ayrica cesitli baska hastaliklarin tedavisinde terapdtik

etkinligi gosterilmistir (81, 149, 150). Nonalkolik yaglh karaciger hastaligi olan
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hastalarda, metformin tedavisinin sadece insiilin duyarliligini artirmadigi, aym
zamanda karacigerde histolojik olarak steatoz ve fibrozu iyilestirdigi gosterildi
(151, 152). Son zamanlarda, metformin ile ilgili olarak kabul edilen
kardiyoprotektif etki, kardiyak fibrozun TGF-B sinyal yolunun inhibisyonu
yoluyla oldugu agiklanmistir (153). Metforminin benzer mekanizmalar {izerine
olan bu etkileri SSk tedavisinde etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Skleroderma siklikla pulmoner fibroza neden olabilmektedir ve BLM ile
uyarilan pulmoner fibrozun patogenik yollar1 skleroderma ile olduk¢a benzerdir.
Metforminin iki farkli ¢alismada (154, 155) BLM ile uyarilmis pulmoner fibrozu
engelledigi gesterilmistir. Kim ve ark. (156) deney hayvanlarinda oral verilen
metforminin radyasyon ile uyarilan dermal fibrozu baskiladigini ortaya
koymustur. Bizim c¢alismamizda metformin uygulanan farelerde dermal fibrun
daha az oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, Ursini ve ark. (157) BLM ile
uyarilan skleroderma modelinde oral metforminin deri fibrozunu baskiladigin
bildirmislerdir.

Metforminin anti-fibrotik etkisi AMPK {izerine olan etkilerinden
kaynaklaniyor olabilir (84, 85). AMPK supresyonu fibroz ile iligkiliyken,
metformin AMPK’y1 aktive ettig ve boylece fibroblastlarin aktivasyonunu
baskiladig1 bilinmektedir (158). Fibroblastlar ise skleroderma patogenezinde ana
aktorleridir. Calismamizda, metformin uygulanan grupta a-SMA pozitif hiicre
sayisinin azaldigi tespiti bu goriisii detekler niteliktedir. Metforminin anti-fibrotik
etkisinin bir diger nedeni TGB-B1 baskilayic1 etkileri olabir (86, 153).
Skleroderma patogenezinin ana hiicresel komponenti fibroblast iken, TGF-f
sitokinler ve biiylime faktdrlerinden en 6n planda olanidir.

Calismamizda, BLM ile uyarilan dermal fibroz modelinde sekukinumab ve
metforminin anti-fibrotik etkileri ortaya konulmustur. Bu bulgular daha ileri
caligmalarda bu iki ilacin skleroderma tedavisi agisindan denenmesi i¢in cesaret

vermektedir.

27



10.

11.

12.

13.

14.

5. KAYNAKLAR

Gilliland BC. Systemic sclerosis (scleroderma). In Braunwald E, Fauci A, Kasper D (eds):

Harrison's Intemal Medicine. New York, McGraw Hill, 16th ed 2005: 1979-1989.

Sakkas LI. New developments in the pathogenesis of systemic sclerosis. Autoimmunity
2005: 38: 113-116.

Krieg T, Meurer M. Systemic scleroderma. Clinical and pathophysiologic aspects. J Am
Acad Dermatol 1988; 18: 457-481.

LeRoy EC, Black C, Fleischmajer R. Scleroderma (systemic sclerosis): classification,

subsets and pathogenesis. J Rheumatol 1988; 15: 202-205.

Denton CP, Black CM. Scleroderma--clinical and pathological advances. Best Pract Res

Clin Rheumatol 2004; 18: 271-290.

Tamby MC, Chanseaud Y, Guillevin L, Mouthon L. New insights into the pathogenesis of

systemic sclerosis. Autoimmun Rev 2003; 2: 152-157.

LeRoy EC. Systemic sclerosis. A vascular perspective. Rheum Dis Clin North Am 1996;
22: 675-694.

Pandey JP, LeRoy EC. Human cytomegalovirus and the vasculopathies of autoimmune
diseases (especially scleroderma), allograft rejection, and coronary restenosis. Arthritis

Rheum 1998; 41: 10-15.

Ferri C, Longombardo G, Azzi A, Zakrzewska K. Parvovirus B19 and systemic sclerosis.

Clin Exp Rheumatol 1999; 17: 267-268.

Ferri C, Zakrzewska K, Longombardo G. Parvovirus B19 infection of bone marrow in

systemic sclerosis patients Clin Exp Rheumatol 1999; 17: 718-720.

Kalabay L, Fekete B, Czirjak L. Helicobacter pylori infection in connective tissue disorders
is associated with high levels of antibodies to mycobacterial hsp65 but not to human hsp60.

Helicobacter 2002; 7: 250-256.

Jimenez SA, Artlett CM. Microchimerism and systemic sclerosis. Curr Opin Rheumatol

2005; 17: 86-90.

Artlett CM, Smith JB, Jimenez SA. Identification of fetal DNA and cells in skin lesions
from women with systemic sclerosis. N Engl J Med 1998; 338: 1186-1191.

Santiago B, Galindo M, Rivero M, Pablos JL. Decreased susceptibility to Fas-induced
apoptosis of systemic sclerosis dermal fibroblasts. Arthritis Rheum 2001; 44: 1667-1676.

28



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

Young-Min SA, Beeton C, Laughton R. Serum TIMP1, TIMP-2, and MMP-1 in patients
with systemic sclerosis, primary Raynaud's phenomenon, and in normal controls. Ann

Rheum Dis 2001; 60: 846-851.

Toubi E, Kessel A, Grushko G. The association of serum matrix metalloproteinases and
their tissue inhibitor levels with scleroderma disease severity. Clin Exp Rheumatol 2002;

20: 221-224.

Novartis Pharmaceuticals Corporation. Advisory committee briefing material for
Cosentyx 2014. Switzerland: Novartis Pharmaceuticals Corporation,
https://www.fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/UCM419023.pdf (accessed 28 Jun
2017).

Langley RG, Elewski BE, Lebwohl M. Secukinumab in plaque psoriasis — results of two
phase 3 trials. N Engl J Med 2014; 371: 326-338.

Baeten D, Baraliakos X, Braun J. Anti-interleukin-17A monoclonal antibody secukinumab
in treatment of ankylosing spondylitis: a randomised, double-blind, placebo-controlled

trial. Lancet 2013; 382: 1705-1710.

Evans JM, Donnelly LA, Emslie-Smith AM, Alessi DR, Morris AD. Metformin and
reduced risk of cancer in diabetic patients. BMJ 2005; 330: 1304-1305.

Lee SY, Lee SH, Yang EJ, Kim EK, Kim JK, Shin DY, et al. Metformin ameliorates
inflammatory bowel disease by suppression of the STAT3 signaling pathway and regulation

of the between Th17/Treg balance. PLoS One 2015; 10: e0135858.

Son HJ, Lee J, Lee SY, Kim EK, Park MJ, Kim KW, et al. Metformin attenuates
experimental autoimmune arthritis through reciprocal regulation of Th17/Treg balance and

osteoclastogenesis. Mediators Inflamm 2014; 3986 - 3997.

Cavaglieri RC, Day RT, Feliers D, Abboud HE. Metformin prevents renal interstitial
fibrosis in mice with unilateral ureteral obstruction. Mol Cell Endocrinol 2015; 412: 116-

122.

Tripathi DM, Erice E, Lafoz E, Garcia-Caldero H, Sarin SK, Bosch J, et al. Metformin
reduces hepatic resistance and portal pressure in cirrhotic rats. Am J Physiol Gastrointest

Liver Physiol 2015; 309: 301-309.

Subcommittee for scleroderma criteria of the American Rheumatism Association
Diagnostic and Therapeutic Criteria Committee: Preliminary criteria for the classification

of systemic sclerosis. Arthritis Rheum 1980; 23: 581-590.

2013 classification criteria for systemic sclerosis: an American College of
Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative. Ann Rheum

Dis 2013; 72: 1747-1755.

29


https://www.fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/UCM419023.pdf

27.

28.

29.

30.

31.

32,

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

Mayes M, Laing T, Gillespie B. Prevalence, incidence and survival rates of sistemic

sclerosis in the Detroit Metropolitan area. Arthritis Rheum 1996; 39: 150.

Tamaki T, Mori S, Takehara K. Epidemiologic study of patients with sistemic sclerosis in

Tokyo. Arch Dermatol Res 1991; 283: 366-371.

Geirsson AJ, Steinson K, Guthmundsson S, Sigurthsson V. Systemic sclerosis in Iceland. A

nationwide epidemiological study. Ann rheum Dis 1994; 53: 502-505.
Scleroderma. EULAR online course. 2009; 20: 1-30.
Varga J. Systemic sclerosis: an update. Bull NYU Hosp Jt Dis 2008; 66: 198-202.

Assassi S, Arnett FC, Reveille JD, Gourh P, Mayes MD. Clinical, Immunologic and the
genetic features of familial systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2007; 56: 2031-2037.

Reveille JD, Fischbach M, McNearney T, Friedman AW, Aguilar MB, Lisse J, et al.
Genisos Study Group. Systemic sclerosis in 3 US ethnic groups: a comparison of clinical,
sociodemographic, serologic, and immunogenetic determinants. Semin Arthritis Rheum

2001; 30: 332-346.

Randone SB, Guiducci S, Cerinic MM. Systemic sclerosis and infections. Autoimmun Rev

2008; 8: 36-40.

Koca SS, Isik A, Ozercan IH, Ustundag B, Evren B, Metin K. Effectiveness of etanercept in
bleomycin-induced experimental scleroderma. Rheumatology (Oxford) 2008; 47: 172-175.

Nietert PJ, Silver RM. Systemic sclerosis: environmental and occupational risk factors.

Curr Opin Rheumatol 2000; 12: 520-526.

Lambova SN, Miiller-Ladner U. Capillaroscopic pattern in systemic sclerosis - an
association with dynamics of processes of angio- and vasculogenesis. Microvasc Res 2010;

80: 534-539.

Gu YS, Kong J, Cheema GS, Keen CL, Wick G, Gershwin ME. The immunobiology of
systemic sclerosis. Semin Arthritis Rheum 2008; 38: 132-160.

Sakkas LI, Chikanza IC, Platsoucas CD. Mechanisms of Disease: the role of immune cells

in the pathogenesis of systemic sclerosis. Nat Clin Pract Rheumatol 2006; 2: 679-685.

Koca SS, Ozgen M, Isik A. Sistemik skleroz etiyopatogenezi RAED Dergisi 2012; 4: 39-
46.

Akbas F. Sklerodermada Galektin-3 Diizeyi. Uzmanlik Tezi, Elaz1g: Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, 2010.

Bolster MB, Silver RM. Clinical features of systemic sclerosis. Rheumatology, Hocberg
MC, Silman AJ, Smolen JS, Weiblatt ME, Weisman MH. Rheumatology (eds) Mosby,
2008; 1375-1380.

30



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52,

53.

54.

55.

56.

Weinstein WM, Kadell BM. The gastrointestinal tract in systemic sclerosis. Clements P,
Furst D (eds). Systemic sclerosis. Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins, 2004;
293-308.

Schuffler MD, Beegle RG. Progressive systemic sclerosis of the gastrointestinal tract and
hereditary hollow visceral myopathy two distinguishable disorders of intestinal smooth

muscle. Gastroenterology 1979; 77: 664-671.

Chung L, Lin J, Furst DE, Fiorentino D. Systemic and localized scleroderma. Clin

Dermatol 2006; 24: 374-392.

Steen VD, Conte C, Owens GR, Medsger TA. Severe restrictive lung disease in systemic

sclerosis. Arthritis Rheum 1994; 37: 1283—-1289.

Dick T, Mierau R, Bartz-Bazzanella P, Alavi M, Stoyano va-Scholz M, Kindler J, et al.
Coexistence of anti-topoisomerase [ and anti-centromere antibodies in patients with

systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 2002; 61: 121-127.

Rossi GA, Bitterman PB, Rennard SI, Ferrans VJ, Crystal RG. Evidence for chronic
inflammation as a component of the interstitial lung disease associated with progressive

systemic sclerosis. Am Rev Respir Dis 1985; 131: 12-17.

D’Angelo WA, Fries JF, Masi AT. Pathologic observations in systemic sclerosis: A study
of fifty-eight autopsy cases and fifty-eight matched controls. Am J Med 1969; 46: 428-440.

Chang B, Wigley FM, White B, Wise RA. Scleroderma patients with combined pulmonary
hypertension and interstitial lung disease. J] Rheumatol 2003; 30: 2398-2405.

Kostis JB, Seibold JR, Turkevich D. Prognostic importance of cardiac arrhythmias in

systemic sclerosis. Am J Med 1988; 84: 1007-1015.

Gustafsson R, Mannting F, Kazam E, Waldenstrom A, Hallgren R. Cold-induced reversibl

myocardial ischemia in systemic sclerosis. Lancet 1989; 2: 475-479.

Medsger TA, Masi AT, Rodnan GP. Survival with systemic sclerosis: a life-table analysis of
clinical and demographic factors in 309 patients. Ann Intern Med 1971; 75: 369-376.

Steen VD. Scleroderma renal crisis. Rheum Dis Clin North Am 1996; 22: 861-878.

Steen VD, Medsger TA, Osial TA, Ziegler GL, Shapiro AP, Rodnan GP. Factors predicting
development of renal involvement in progressive systemic sclerosis. Am J Med 1984; 76:

779-786.

Kuwana M, Kaburaki J, Okano Y, Tojo T, Homma M. Clinical and prognostic associations
based on serum antinuclear antibodies in Japanese patients with systemic sclerosis. Arthritis

Rheum 1994; 37: 75-83.

31



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Kowal-Bielecka O, Landewé R, Avouac J. EULAR recommendations for the treatment of
systemic sclerosis: a report from the EULAR Scleroderma Trials and Research group

(EUSTAR). Ann Rheum Dis 2009; 68: 620-628.

Czirjak L. Practical approach to the therapy of systemic sclerosis. Z Rheumatol 2004; 63:
451-456.

Fries R, Shariat K, von Wilmowsky H, Bohm M. Sildenafil in the treatment of Raynaud’s

phenomenon resistant to vasodilatory therapy. Circulation 2005; 112: 2980-2985.

Lee SH, Rubin LJ. Current treatment strategies for pulmonary arterial hypertension. J Intern

Med 2005; 258: 199-215.

Gali¢ N, Seeger W, Naeije R, Simonneau G, Rubin LJ. Comparative analysis of clinical
trials and evidence-based treatment algorithm in pulmonary arterial hypertension. J Am

Coll Cardiol 2004; 43: 81-88.
Steen VD. Scleroderma renal crisis. Rheum Dis Clin North Am 2003; 29: 315-333.

Boulman N, Slobodin G, Rozenbaum M, Rosner I. Calcinosis in rheumatic diseases. Semin

Arthritis Rheum 2005; 34: 805-812.

Clements PJ, Furst DE, Wong WK. High-dose versus low-dose D-penicillamine in early
diffuse systemic sclerosis: analysis of a two-year, double-blind, randomized, controlled

clinical trial. Arthritis Rheum 1999; 42: 1194- 1203.

Furst DE, Clements PJ. D-penicillamine is not an effective treatment in systemic sclerosis.

Scand J Rheumatol 2001; 30: 189-191.

Casas JA, Saway PA, Villarreal 1. 5-fluorouracil in the treatment of scleroderma: a
randomised, double blind, placebo controlled international collaborative study. Ann Rheum

Dis 1990; 49: 926-928.

Furst DE, Clements PJ, Hillis S, et al. Immunosuppression with chlorambucil, versus
placebo, for scleroderma. Results of a three-year, parallel, randomized, double-blind study.

Arthritis Rheum 1989; 32: 584-593.

van den Hoogen FH, Boerbooms AM, Swaak AJ. Comparison of methotrexate with
placebo in the treatment of systemic sclerosis: a 24 week randomized double-blind trial,

followed by a 24 week observational trial. Br J Rheumatol 1996; 35: 364-372.

Pope JE, Bellamy N, Seibold JR. A randomized, controlled trial of methotrexate versus

placebo in early diffuse scleroderma. Arthritis Rheum 2001; 44: 1351-1358.

Ozgen M, Koca SS, Isik A, Ozercan IH. Methotrexate Has No Antifibrotic Effect in
Bleomycin-induced Experimental Scleroderma. J] Rheumatol 2010; 37: 678-679.

32



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Moeller A, Ask K, Warburton D, Gauldie J, Kolb M. The bleomycin animal model: a
useful tool to investigate treatment options for idiopathic pulmonary fibrosis? Int J

Biochem Cell Biol 2008; 40: 362-382.

Mountz JD, Downs Minor MB, Turner R, Thomas MB, Richards F, Pisko E. Bleomycin-
induced cutaneous toxicity in the rat: analysis of histopathology and ultrastructure
compared with progressive systemic sclerosis (scleroderma). Br J Dermatol 1983; 108:

679-686.

Yamamoto T, Takagawa S, Katayama I, Yamazaki K, Hamazaki Y, Shinkai H, Nishioka K.
Animal model of sclerotic skin. I: Local injections of bleomycin induce sclerotic skin

mimicking scleroderma. J Invest Dermatol 1999; 112: 456-462.

Yamamoto T. Animal model of sclerotic skin induced by bleomycin: a clue to the

pathogenesis of and therapy for scleroderma? Clin Immunol 2002; 102: 209-216.

Srimatkandada P, Loomis R, Carbone R, Srimatkandada S, Lacy J. Combined proteasome
and Bcl-2 inhibition stimulates apoptosis and inhibits growth in EBV transformed
lymphocytes: a potential therapeutic approach to EBV-associated lymphoproliferative

diseases. Eur J Haematol 2008; 80: 407-418.

Abrouk M, Gandy J, Nakamura M. Secukinumab in the Treatment of Psoriasis and

Psoriatic Arthritis: A Review of the Literature. Skin Therapy Letter 2017; 22: 1-6.

Rich P, Sigurgeirsson B, Thaci D. Secukinumab induction and maintenance therapy in
moderate-to-severe plaque psoriasis: a randomized, double-blind, placebo-controlled, phase

II regimen-finding study. Br J Dermatol 2013; 168: 402—411.

Vekic DA, Cains GD. Hidradenitis suppurativa - Management, comorbidities and

monitoring. Australian Family Physician. 2017; 46: 584-588.

Thorlacius L, Theut Riis P, Jemec GBE. Severe hidradenitis suppurativa responding to

treatment with secukinumab: a case report. Br J Dermatol 2018; 179:182-185.

Schuch A, Fischer T, Boehner A, Biedermann T, Volz T. Successful Treatment of Severe
Recalcitrant ~ Hidradenitis ~ Suppurativa  with  the Interleukin-17A  Antibody
Secukinumab. Acta Dermato-Venereologica 2017; 98: 151-152.

Nagai S, Kurebayashi Y, Koyasu S. Role of PI3K/Akt and mTOR complexes in Th17 cell
differentiation. Annals of the New York Academy of Sciences 2013; 1280: 30-34.

Kang KY, Kim YK, Yi HIl. Metformin downregulates Th17 cells differentiation and

attenuates murine autoimmune arthritis. Int Immunopharmacol 2013; 16: 85-92.

Kawakami T, Thn H, Xu W, Smith E, LeRoy C, Trojanowska M. Increased expression of
TGPFbeta receptors by scleroderma fibroblasts: evidence for contribution of autocrine TGF-

beta signaling to scleroderma phenotype. J Invest Dermatol 1998; 110: 47-51.

33



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92,

93.

9.

95.

Li L, Huang W, Li K, Zhang K, Lin C, Han R. Metformin attenuates gefitinib-induced
exacerbation of pulmonary fibrosis by inhibition of TGF-beta signaling pathway.

Oncotarget 2015; 6: 43605-43619.

Lu J, ShiJ, Li M, Gui B, Fu R, Yao G. Activation of AMPK by metformin inhibits TGF-
beta-induced collagen production in mouse renal fibroblasts. Life Sci 2015; 127: 59-65.

Park TH, Um JY, Hong SM, Cho JS, Lee SH, Lee HM, et al. Metformin reduces TGF-
betal-induced extracellular matrix production in nasal polyp-derived fibroblasts.

Otolaryngol Head Neck Surg 2014; 150: 148-153.

Soraya H, Rameshrad M, Mokarizadeh A, Garjani A. Metformin attenuates myocardial
remodeling and neutrophil recruitment after myocardial infarction in rat. Bioimpacts 2015;

5:3-8.

Bai J, Zhang N, Hua Y, Wang B, Ling L, Ferro A, et al. Metformin inhibits angiotensin II-
induced differentiation of cardiac fibroblasts into myofibroblasts. PLoS One 2013; 8:
72120.

Raja J, Denton CP. Cytokines in the immunopathology of systemic sclerosis. Semin

Immunopathol 2015; 37: 543-557.

Wei J, Bhattacharyya S, Tourtellotte WG, Varga J. Fibrosis in systemic sclerosis: emerging

concepts and implications for targeted therapy. Autoimmun Rev 2011; 10: 267-275.

Bhattacharyya S, Kelley K, Melichian DS, Tamaki Z, Fang F, Su Y, et al. Toll-like receptor
4 signaling augments transforming growth factor-beta responses: a novel mechanism for

maintaining and amplifying fibrosis in scleroderma. Am J Pathol 2013; 182: 192-205.

Razonable RR, Henault M, Paya CV. Stimulation of tolllike receptor 2 with bleomycin
results in cellular activation and secretion of pro-inflammatory cytokines and chemokines.

Toxicol Appl Pharmacol 2006; 210:181-189.

Tan FK, Zhou X, Mayes MD, Gourh P, Guo X, Marcum C, Jin L, Arnett FC. Signatures of
differentially regulated interferon gene expression and vasculotrophism in the peripheral

blood cells of systemic sclerosis patients. Rheumatology (Oxford) 2006; 45: 694-702.

Farina GA, York MR, Di Marzio M, Collins CA, Meller S, Homey B, et al. Poly(I:C)
drives type I IFN- and TGFbeta mediated inflammation and dermal fibrosis simulating

altered gene expression in systemic sclerosis. J Invest Dermatol 2010; 130: 2583-2593.

Assassi S, Mayes MD, Arnett FC, Gourh P, Agarwal SK, McNearney TA, et al. Systemic
sclerosis and lupus: points in an interferon-mediated continuum. Arthritis Rheum 2010; 62:

589-598.

34



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Eloranta ML, Franck-Larsson K, Lovgren T, Kalamajski S, Ronnblom A, Rubin K, et al.
Type I interferon system activation and association with disease manifestations in systemic

sclerosis. Ann Rheum Dis 2010; 69: 1396-1402.
Takeda K, Akira S. Toll-like receptors in innate immunity. Int Immunol 2005; 17:1-14.

York MR, Nagai T, Mangini AJ, Lemaire R, van Seventer JM, Lafyatis R. A macrophage
marker, Siglec-1, is increased on circulating monocytes in patients with systemic sclerosis
and induced by type I interferons and toll-like receptor agonists. Arthritis Rheum 2007; 56:
1010-1020.

Hugle T, Hogan V, White KE, van Laar JM. Mast cells are a source of transforming growth
factor beta in systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2011; 63: 795-799.

Gruber BL. Mast cells in the pathogenesis of fibrosis. Curr Rheumatol Rep 2003; 5:147-
153.

York MR. Novel insights on the role of the innate immune system in systemic sclerosis.

Expert Rev Clin Immunol 2011; 7: 481-489.

Kraling BM, Maul GG, Jimenez SA. Mononuclear cellular infiltrates in clinically involved
skin from patients with systemic sclerosis of recent onset predominantly consist of

monocytes/macrophages. Pathobiology 1995; 63: 48-56.

Varga J, Abraham D. Systemic sclerosis: a prototypic multisystem fibrotic disorder. J Clin

Invest 2007; 117:557-567.

Sakkas LI, Xu B, Artlett CM, Lu S, Jimenez SA, Platsoucas CD. Oligoclonal T cell

expansion in the skin of patients with systemic sclerosis. J Immunol 2002; 168: 3649-3659.

Wynn TA Fibrotic disease and the T(H)1/T(H)2 paradigm. Nat Rev Immunol 2004; 4: 583-
594.

Wangoo A, Sparer T, Brown IN, Snewin VA, Janssen R, Thole J, et al. Contribution of Th1
and Th2 cells to protection and pathology in experimental models of granulomatous lung

disease. J Immunol 2001; 166: 3432-3439.

Lakos G, Melichian D, Wu M, Varga J. Increased bleomycin-induced skin fibrosis in mice

lacking the Th1- specific transcription factor T-bet. Pathobiology 2006; 73: 224-237.

Roumm AD, Whiteside TL, Medsger TA, Rodnan GP. Lymphocytes in the skin of patients
with progressive systemic sclerosis. Quantification, subtyping, and clinical correlations.

Arthritis Rheum 1984; 27 :645-653.

Fleischmajer R, Perlish JS, Reeves JR. Cellular infiltrates in scleroderma skin. Arthritis

Rheum 1944; 20: 975-984.

35



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122

Whitfield ML, Finlay DR, Murray JI, Troyanskaya OG, Chi JT, Pergamenschikov A, et al.
Systemic and cell type-specific gene expression patterns in scleroderma skin. Proc Natl

Acad Sci USA 2003; 100: 12319-12324.

Lanteri A, Sobanski V, Langlois C, Lefevre G, Hauspie C, Sanges S, et al. Serum free light
chains of immunoglobulins as biomarkers for systemic sclerosis characteristics, activity and

severity. Autoimmun Rev 2014; 13: 974-980.

Hu PQ, Fertig N, Medsger TA, Wright TM. Correlation of serum anti-DNA topoisomerase
I antibody levels with disease severity and activity in systemic sclerosis. Arthritis Rheum

2003; 48: 1363-1373.
Steen VD. Autoantibodies in systemic sclerosis. Semin Arthritis Rheum 2005; 35: 35-36.

Sujau I, Ng CT, Sthaneshwar P, Sockalingam S, Cheah TE, Yahya F, Jasmin R. Clinical
and autoantibody profile in systemic sclerosis: baseline characteristics from a West

Malaysian cohort. Int J Rheum Dis 2015; 18: 459-465.

Okazaki S, Ogawa F, Iwata Y, Hara T, Muroi E, Komura K, et al. Autoantibody against
caspase-3, an executioner of apoptosis, in patients with systemic sclerosis. Rheumatol Int

2010; 30: 871-878.

Renaudineau Y. Anti-endothelial cell antibodies in systemic sclerosis. Clin Diagn Lab

Immunol 1999; 6: 156-160.

Kahaleh BM. Lymphocyte interactions with the vascular endothelium in scleroderma. Clin

Dermatol 1994; 12: 253-260.

Gruschwitz K. Correlation of soluble adhesion molecules in the peripheral blood of
scleroderma patients with their in situ expression and with disease activity. Arthritis Rheum

1995; 38: 184-189.

Kuryliszyn-Moskal A. Soluble adhesion molecules (sVCAM-1, sE-selectin, vascular
endothelial growth factor (VEGF) and endothelin-1 in patients with systemic sclerosis:

relationship to organ systemic involvement. Clin Rheumatol 2004; 24: 111-116.

Hymowitz SG, Filvaroff EH, Yin JP, Lee J, Cai L, Risser P, et al. IL-17s adopt a cystine
knot fold: structure and activity of a novel cytokine, IL-17F, and implications for receptor

binding. EMBO J 2001; 20: 5332-5341.

Tanasescu C, Balanescu E, Balanescu P, Olteanu R, Badea C, Grancea C, et al. IL-17 in

cutaneous lupus erythematosus. Eur J Intern Med 2010; 21: 202-207.

. Blauvelt A. T-helper 17 cells in psoriatic plaques and additional genetic links between IL-23

and psoriasis. J Invest Dermatol 2008; 128(5): 1064-1067.

36



123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131

132

133

134.

135.

Chen DY, Chen YM, Lan JL, Lin CC, Chen HH, Hsiech CW. Potential role of Th17cells in
the pathogenesis of adultonset Still’s disease. Rheumatology (Oxford). 2010; 49: 2305-
2312.

De Nitto D, Sarra M, Cupi ML, Pallone F, Monteleone G. Targeting IL-23 and Thl17-
cytokines in inflammatory bowel diseases. Curr Pharm Des 2010; 16: 3656-3660.

Zhang L, Li YG, Li YH, Qi L, Liu XG, Yuan CZ, et al. Increased frequencies of Th22 cells
as well as Th17 cells in the peripheral blood of patients with ankylosing spondylitis and
rheumatoid arthritis. PLoS One. 2012; 7: 31000.

Raychaudhuri SP, Raychaudhuri SK. IL-23/IL-17 axis in spondyloarthritis-bench to
bedside. Clin Rheumatol 2016; 35: 1437-1441.

Kurasawa K, Hirose K, Sano H, Endo H, Shinkai H, Nawata Y, et al. Increased interleukin-

17 production in patients with systemic sclerosis. Arthritis Rheum 2000; 43: 2455-2463.

Torok KS, Kurzinski K, Kelsey C, Yabes J, Magee K, Vallejo AN, et al. Peripheral blood
cytokine and chemokine profiles in juvenile localized scleroderma: T-helper cell-associated

cytokine profiles. Semin Arthritis Rheum 2015; 45: 284-293.

Nakashima T, Jinnin M, Yamane K, Honda N, Kajihara I, Makino T, et al. Impaired IL-17
signaling pathway contributes to the increased collagen expression in scleroderma

fibroblasts. J Immunol 2012; 188: 3573-3583.

Miossec P, Kolls JK. Targeting IL-17 and TH17 cells in chronic inflammation. Nat Rev
Drug Discovery 2012;11: 763-776.

. Patel DD, Lee DM, Kolbinger F, Antoni C. Effect of IL-17A blockade with secukinumab in

autoimmune diseases. Ann Rheum Dis 2013; 72: 116-123.

. Sanford M, McKeage K. Secukinumab: first global approval. Drugs. 2015; 75: 329-338.

Gaffen SL, Kramer JM, Yu JJ, Shen F. The IL-17 cytokine family. Vitam Horm. 2006; 74:
255-282.

Martin DA, Towne JE, Kricorian G, Klekotka P, Gudjonsson JE, Krueger JG, Russell CB.
The emerging role of IL-17 in the pathogenesis of psoriasis: preclinical and clinical

findings. J Invest Dermatol. 2013; 133: 17-26.

Havrdova E, Belova A, Goloborodko A, Tisserant A, Wright A, Wallstroem E, et al.
Activity of secukinumab, an anti-IL-17A antibody, on brain lesions in RRMS: results from

a randomized, proof-of-concept Study. J Neurol 2016; 263: 1287-1295.

37



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

Biancheri P, Pender SL, Ammoscato F, Giuffrida P, Sampietro G, Ardizzone
S, Ghanbari A, Curciarello R, Pasini A, Monteleone G, Corazza GR, Macdonald TT, Di
Sabatino A. The role of interleukin 17 in Crohn’s disease-associated intestinal fibrosis.

Fibrogenesis Tissue Repair. 2013;6(1):13. doi: 10.1186/1755-1536-6-13.

Mehrotra P, Collett JA, McKinney SD, Stevens J, Ivancic CM, Basile DP. IL-17 mediates
neutrophil infiltration and renal fibrosis following recovery from ischemia reperfusion:
compensatory role of natural killer cells in athymic rats. Am J Physiol Renal Physiol.

2017;312(3):F385-F397.

Cipolla E, Fisher AJ, Gu H, Mickler EA, Agarwal M, Wilke CA, Kim KK, Moore BB,
Vittal R. IL-17A deficiency mitigates bleomycin-induced complement activation during

lung fibrosis. FASEB J. 2017;31(12):5543-5556.

Park MJ, Moon SJ, Lee EJ, Jung KA, Kim EK, Kim DS, Lee JH, Kwok SK, Min JK, Park
SH, Cho ML. IL-1-IL-17 Signaling Axis Contributes to Fibrosis and Inflammation in Two
Different Murine Models of Systemic Sclerosis. Front Immunol. 2018;9:1611.

Dandona P, Aljada A, Ghanim H, Mohanty P, Tripathy C, Hofmeyer D, Chaudhuri
A. Increased plasma concentration of macrophage migration inhibitory factor
(MIF) and MIF mRNA in mononuclear cells in the obese and the suppressive
action of metformin. J Clin Endocrinol Metab 2004; 89: 5043-5047.

Isoda K, Young JL, Zirlik A, MacFarlane LA, Tsuboi N, Gerdes N, et al.
Metformin inhibits proinflammatory responses and nuclear factor-kB in human

vascular wall cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006; 26: 611-617.

Lin HZ, Yang SQ, Chuckaree C, Kuhajda F, Ronnet G, Diehl AM. Metformin
reverses fatty liver disease in obese, leptin-deficient mice. Nat Med 2000; 6: 998-

1003.

Kukidome D, Nishikawa T, Sonoda K, Imoto K, Fujisawa K, Yano M, et al.
Activation of AMP-activated protein kinase reduces hyperglycemia-induced
mitochondrial reactive oxygen species production and promotes mitochondrial

biogenesis in human umbilical vein endothelial cells. Diabetes 2006; 55: 120-127.

Ouslimani N, Peynet J, Bonnefont-Rousselot D, Therond P, Legrand A, Beaudeux
JL. Metformin decreases intracellular production of reactive oxygen species in

aortic endothelial cells. Metabolism 2005; 54: 829-834.

Srividhya S, Ravichandran MK, Anuradha CV. Metformin attenuates blood lipid
peroxidation and potentiates antioxidant defense in high fructose-fed rats. J

Biochem Mol Biol Biophys 2002; 6: 379-385.

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ammoscato%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giuffrida%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sampietro%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ardizzone%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ardizzone%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghanbari%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curciarello%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monteleone%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corazza%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macdonald%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Sabatino%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Sabatino%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23834907

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152,

153.

154.

155.

Majithiya JB, Balaraman R. Metformin reduces blood pressure and restores
endothelial function in aorta of streptozotocin-induced diabetic rats. Life Sci 2006;

78:2615-2624.

Viollet B, Mounier R, Leclerc J, Yazigi A, Foretz M, Andreelli F. Targeting AMP-
activated protein kinase as a novel therapeutic approach for the treatment of

metabolic disorders. Diabetes Metab 2007; 33: 395-402.

Hardie DG. AMP-activated/SNF1 protein kinases: conserved guardians of cellular
energy. Nat Rev Mol Cell Biol 2007; 8: 774-785.

Nath N, Khan M, Paintlia MK, Singh I, Hoda MN, Giri S. Metformin attenuated
the autoimmune disease of the central nervous system in animal models of multiple

sclerosis. J Immunol 2009; 182: 8005-8014.

Zhao RR, Xu XC, Xu F, ZhangWL, ZhangWL, Liu LM, Wang WP. Metformin
protects against seizures, learning and memory impairments and oxidative damage
induced by pentylenetetrazole-induced kindling in mice. Biochem Biophys Res

Commun 2014; 13: 414-417.

De Oliveira CP, Stefano JT, de Siqueira ER, Silva LS, de Campos Mazo DF, Lima
VM, et al. Combination of N-acetylcysteine and metformin improves histological
steatosis and fibrosis in patients with non-alcoholic steatohepatitis. Hepatol Res
2008; 38: 159-165.

Duvnjak M, Tomasic V, Gomercic M, Smircic Duvnjak L, Barsic N, Lerotic 1.
Therapy of nonalcoholic fatty liver disease: current status. J Physiol Pharmacol
2009; 60: 57-66.

Xiao H, Ma X, Feng W, Fu Y, Lu Z, Xu M, et al. Metformin attenuates cardiac
fibrosis by inhibiting the TGFbetal-Smad3 signalling pathway. Cardiovasc Res
2010; 87: 504-513.

Rangarajan S, Bone NB, Zmijewska AA, Jiang S, Park DW, Bernard K, Locy ML,
Ravi S, Deshane J, Mannon RB, Abraham E, Darley-Usmar V, Thannickal VJ,
Zmijewski JW. Metformin reverses established lung fibrosis in a bleomycin model.
Nat Med. 2018;24(8):1121-1127.

Gamad N, Malik S, Suchal K, Vasisht S, Tomar A, Arava S, Arya DS, Bhatia J.
Metformin alleviates bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rats:
Pharmacological effects and molecular mechanisms. Biomed Pharmacother.

2018;97:1544-1553.

39



156.

157.

158.

Kim JM, Yoo H, Kim JY, Oh SH, Kang JW, Yoo BR, Han SY, Kim CS, Choi
WH, Lee EJ, Byeon HJ, Lee WJ, Lee YS, Cho J. Metformin Alleviates Radiation-
Induced Skin Fibrosis via the Downregulation of FOXO3. Cell Physiol Biochem.
2018;48(3):959-970.

Ursini F, Grembiale RD, D'Antona L, Gallo E, D’Angelo S, Citraro R, Visca P,
Olivieri I, De Sarro G, Perrotti N, Russo E. Oral Metformin Ameliorates

Bleomycin-Induced Skin Fibrosis. J Invest Dermatol. 2016;136(9):1892-4.

Mishra R, Cool BL, Laderoute KR, Foretz M, Viollet B, Simonson MS. AMP-
activated protein kinase inhibits transforming growth factor-beta-induced Smad3-

dependent transcription and myofibroblast transdifferentiation. J Biol Chem.

2008;283(16):10461-9.

40



6. OZGECMIS

1988 yilinda Diyarbakir merkezde diinyaya geldim. Ilkokulu Diyarbakir
Milli Egitim Vakfi Ilkokulu’nda okudum. Orta &grenimimi Mustafa Kemal
Ortaokulu‘nda ve Diyarbakir Rekabet Grubu Cumhuriyet Fen Lisesi’nde
tamamladiktan sonra 2006 yilinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi’nde egitime
baslaylp 2013 yilinda mezun oldum. 2014 yilinda Konya Egitim Arastirma
Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Kliniginde basladigim uzmanhk egitimime Firat

Universitesi i¢ Hastaliklar1 Kliniginde halen devam etmekteyim.

41



