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1. OZET

Sistemik skleroz (SSk) patogenezi net olarak bilinmeyen kronik, otoimmiin
hastaliktir. Sekukinumab, interlokin (IL)-17A’ya baglanarak etki eden bir
monoklonal antikordur. Metformin pleiotropik etkileri olan oral anti-diyabetik bir
ilagtir. CXCL4 ve chemerin (kimerin) SSk’de inflamasyon ve fibroz siireclerinde
rol aldig1 diistiniilen kemokin ve adipositokindir. Calismamizin amaci, deneysel
skleroderma modelinde serum ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin
molekiillerinin diizeylerini ve sekukinumab ve metformin tedavilerinin bu
molekiiller tizerindeki etkilerini belirlemektir.

Calismada kullanilan deney hayvanlar1 40 adet Balb/c disi farelerden
olusturuldu. Calisma i¢in bu hayvanlardan alinan serum ve deri dokular1 kullanildu.
4 grup olacak sekilde fareler gruplandirildi. 4 hafta siire ile her giin, subkutan (sc)
olarak 100 pl fosfatla tamponlanmis salin (FTS) kontrol grubundaki farelere, 100
pug BLM (100 pl FTS igerisinde) diger gruptaki farelere uygulandi. Haftada bir sc
olarak 10 mg/kg dozunda sekukinumab 3. gruptaki farelere; giinliik 50 mg/kg
metformin (oral) 28 gilin boyunca 4. grup farelere uygulandi. 4. hafta sonunda
gruplardaki farelerin hepsi sakrifiye edilerek analizler icin doku 6rnekleri alindi.
Histopatolojik analizlerle birlikte, serum ve doku CXCLA4 ile kimerin diizeyleri
ELISA yontemi kullanilarak belirlendi.

Yapilan BLM enjeksiyonlar1 dermal fibroza neden oldu. Ek olarak, BLM
grubunda serum ve doku CXCLA4 ile kimerin diizeyleri artti. Sekukinumab ve
metformin tedavisi ile dermal kalinlik, doku CXCL4 ve kimerin diizeyleri azaldi.

Sonug olarak, CXCL4 ve kimerin SSk fibrotik silire¢ ve anti-fibrotik
tedavilerin degerlendirilmesinde hedef biyomarker olabilirler.

Anahtar Kelimeler: Deneysel skleroderma, CXCL4, kimerin,

sekukinumab, metformin



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF SECUKINUMAB AND METFORMIN
THERAPY ON CXCL4 AND KIiMERIN LEVELS IN EXPERIMENTAL
MODEL OF SCLERODERMA

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic, autoimmune disease of unknown
pathogenesis. Sekukinumab is a monoclonal antibody that blocks interleukin (IL)-
17A. Metformin is an oral anti-diabetic drug with pleiotropic effects. CXCL4 and
kimerin are chemokines and adipocytokines that are thought to be involved in
inflammation and fibrosis processes in SSc. The aim of our study is to determine
the levels of CXCL4 and kimerin molecules in serum and skin tissue and the effects
of secukinumab and metformin treatments on these molecules in experimental
model of scleroderma.

The experimental animals used in the study consisted of 40 Balb/c female
mice. Serum and skin tissues from these animals were used for the study. The mice
were divided as 4 groups. Every day for 4 weeks, 100 pul of phosphate-buffered
saline (FTS) was administered subcutaneously (sc) to the mice in the control group,
and 100 pg of BLM (in 100 pl of FTS) to the mice in the other group. In addition,
mice of group 3 were given 10 mg/kg secukinumab (sc) once a week; mice of group
4 were administered 50 mg/kg metformin (oral) daily for 28 days. At the end of the
study, all mice were sacrificed and serum and tissue samples were taken. In addition
to histopathological analysis, serum and tissue CXCL4 and kimerin levels were
evaluated by ELISA method.

Repeated BLM injections had induced dermal fibrosis. In addition, serum

and tissue CXCLA4 and kimerin levels were increased in the BLM group. With



secukinumab and metformin treatment, dermal thickness, tissue CX1L4 and kimerin
levels were significantly decreased.

In conclusion, CXCL4 and kimerin SSk may be target biomarkers in the
evaluation of fibrotic process and anti-fibrotic therapy efficacy.

Keywords: Experimental scleroderma, CXCL4, kimerin, secukinumab,

metformin.



3. GIRIS

Sistemik skleroz (SSk) (skleroderma) sistemik tutulumla karakterize
otoimmiin bir bag dokusu hastalig1 olup 6zellikle deri ve akciger sistemlerini
etkilemektedir. En sik goriildiigii yas araligr 30-50’dir (1,2). SSk patogenezi net
olarak bilinmemekte olup patogenezde T ve B hiicreleri, monosit/makrofaj ile
fibroblastlar arasinda olan kompleks iliski iizerinde durulmaktadir. SSk dokularda
mikrovaskiiler hasar ve inflamasyonla baslayip progresif bir seyirle fibroza kadar
ilerlemektedir. (3-5).

Kemokin C-X-C motif ligand 4 (CXCLA4) (platelet faktdr-4 olarak da bilinir)
megakaryosit ve plazmositoid dendritik hiicreler (pDH) tarafindan salgilanan giiclii
antianjiyogenik oOzelliklere sahip bir kemokindir (6,7). CXCL4 T helper (Th)
hiicrelerinin  farklilasmasinda, ¢ogalmasinda 6nemli bir diizenleyici rol
oynamaktadir. CXCL4’lin Th17 yolagin1 uyardig1 ve IL-17 diizeyleri ile pozitif
korele oldugu saptanmustir (8,9).

Kimerin adipoz dokudan salgilanan, parakrin ve otokrin etkileri olan bir
kemotaktik proteindir. pDH ve makrofajlarda eksprese edilir, makrofa; ve
monositler i¢cin kemoatraktan olarak etkisini gdstermektedir (10-12). Kimerin
makrofaj ve inflamatuar sitokinler iizerinden inflamasyon siirecine katkida
bulunmaktadir. Ayrica kimerinin fibroblastlarin adiposit hiicrelerine farklilagsmasi
ile baglantili oldugu gosterilmistir (13, 14).

Sekukinumab IL-17A’y1 hedef alip bircok hiicre tipinde bulunan IL-17
reseptoril ile etkilesimini inhibe ederek etki gdsterir. Sekukinumab sonug olarak

pro-inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salimini inhibe eder (15, 16).



Metformin diyabet tedavisinde kullanilan bir tedavi ajanidir. Etkilerini
adenozin mono fosfat protein kinaz (AMPK) enziminin aktivasyonu ile gosterir.
Metformin ayrica mammalian target of rapamycin (mTOR)’u inhibe etmektedir
(17). mTOR ise Th17/Treg hiicrelerinin balansin1 Th17 yolagina dogru degistirerek
inflamasyonun baglatilmasinda rol oynar (18, 19).

Skleroderma hayvan modelleri, patojenik mekanizmalarin ve tedavi
seceneklerinin arastirilmasinda 6nemli aracilardir. Deneysel skleroderma modelleri
Tablo 1’de gosterilmistir (20). Bunlar icerisinde Bleomisin (BLM) ile olusturan
deneysel skleroderma modeli siklikla kullanilmaktadir. Kemoterapotik bir ajan olan
BLM, tiimor hiicrelerinde tek ve c¢ift sarmalli deoksiriboniikleik asit (DNA)
kiriklarina neden olarak hiicre siklusunu bloke etmektedir. Bu etkisini, hidroksil ve
siiperoksit radikallerinin {iretimine yol agarak gostermektedir. Serbest radikallerin
normalden fazla tretimi ve immiin sistem ile iliskili olarak fibroblastlarin

aktivasyonu ve fibroza yol agan inflamatuar bir siire¢ baglamaktadir (21).

Tablo 1. Deneysel skleroderma modelleri

Bleomisin ile indiiklenmis fibroz

Hipokloroz asit ile indiiklenmis fibroz

Topoizomeraz-1 ve komplet Freund's adjuvan ile indiiklenmis fibroz
Sklerodermatdz Graft-versus-Host Hastalig

Genetik modeller

Bu calismada BLM ile olusturulan deneysel skleroderma modelinde serum
ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin molekiillerinin degisimi ile sekukinumab
ve metformin tedavilerinin bu molekiiller iizerinde olan etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



3.1. Genel Bilgiler

3.1.1. Sistemik Skleroz

Baslica deri ve akciger olmak lizere tiim sistemleri etkileyebilen SSk
vaskiilopati, ekstraseliiler matriks birikimi, fibroz ile karakterize, kronik ve
otoimmiin inflamatuar bir hastaliktir. Hastalifin en Onemli bulgusu erken
donemlerde goriilen Raynaud fenomeni (RF) ile birlikte ilerleyen donemlerde
goriilen deride kalinlagsma ve sertlesme ile karakterize deri fibrozudur (1, 2).

3.1.1.1. Tan1 ve Siniflama

Sistemik sklerozun erken taninmasi ve erken tedavi edilebilmesi amaciyla
cesitli siniflandirma kriterleri olusturulmustur. Ilk olarak 1980 yilinda American
College of Rheumatology tarafindan siniflandirma kriterleri olusturulmustur.
Ancak erken donem SSk’l1 hastalar i¢in tan1 koymadaki sensitivitesi diisiik olmasi
nedeniyle, American College of Rheumatology /European League Against

Rheumatism 2013 yilinda yeni simiflandirma kriterleri yaymlamistir (22, 23).

3.1.1.2. Epidemiyoloji

Nadir olmasi nedeniyle, SSk icin epidemiyolojik veriler azdir ve ¢esitli
calismalarda bildirilen insidans ve prevalans yapilan tanimlamaya ve cografik
ozelliklere gore degiskenlik gostermektedir. Prevalansi yaklasik milyonda 250-600
arasinda iken, insidanst milyonda 11-21°dir. Kadinlarda 3-5 kat daha sik

goriilmektedir (1, 24, 25).



3.1.1.3. Etiyoloji

Sistemik sklerozun etiyolojisine yonelik arastirmalar devam etmekle
birlikte halen tam olarak anlasilamamistir. Genetik faktorler altinda cesitli ¢evresel
faktorlerin SSk gelisimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

Sistemik sklerozda ailesel kiimelenme ve SSk’li hastalarin aile {iyelerinde
baska otoimmiin hastaliklarin gériilmesi etiyolojide genetik faktorlerin rol aldigin
diistindiirmektedir. Genom boyu iliskilendirme ¢alismalari, major doku uygunluk
kompleksi molekiilleri genetik bdlgesinin SSk ile iliskisini dogrulamistir. insan
16kosit antijeni (HLA) DR beta (DRB)1*1602, DRBI1*1104, DQ alfa
(DQA)1*0501 ve DQB1*0301 gibi spesifik bazt HLA lokuslarinin SSk ile iliskisi
bilinmektedir. Ayrica, signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4)
protein, tyrosine phosphatase non-receptor type 22 ve interferon regulatory factor
5 gibi HLA dis1 lokuslar da SSk etiyolojisinde su¢lanmistir (26-28).

Genetik faktorler disinda enfeksiydz ajanlar (Sitomegaloviriis, Epstein Bar
virus ve Parvovirus B19) ve kimyasal maddeler (Bleomisin, Benzen, Toluen,
Silikon, Silikoz, L-Triptofan, Trikloroetilen, Polivinil Kloriir) gibi c¢evresel
faktorler SSk etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadir. Sigara igmek etiyolojide
suclansa da risk faktorii oldugu yoniinde veriler yetersizdir (29, 30).

Fetal hiicreler plasentay1 gegerek annenin kan ya da dokularinda saptanabilir
bu durum mikrokimerizm olarak tanimlanmistir. SSk etiyolojisinde sug¢lanan
hipotezlerden biride mikrokimerizm etkisiyle, annede olusan graft-versus-host

reaksiyonu sonucu skleroderma klinik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasidir (31).



3.1.1.4. Patogenez

Sistemik skleroz patogenezi olduk¢ca kompleks olmakla birlikte genetik
zemini yatkin olan bireylerde vaskiilopati, immiin aktivasyon ve doku fibrozu
gelismesi hastaligin en belirgin 6zelligidir (Sekil 1). Preklinik donemde goriilebilen
RF vaskiilopatinin habercisidir. Bununla birlikte telenjiektazi, dijital {ilser, renal
kriz ve pulmoner hipertansiyon SSk’de vaskiilopati varliginin klinik kanitlaridir.
Vaskiilopati virlisler, ¢evresel faktorler, otoantikorlar, proteolitik enzimler ve
sitokinler dahil olmak tizere ¢esitli faktorler tarafindan tetiklenebilir. Vaskiiler
hasar sonrasi endotel hiicre aktivasyonu ve takiben sitokinler ve adezyon
molekiilleri araciligi ile inflamatuar hiicrelerin adezyonu ve migrasyonu
gerceklesir. Ayrica aktif endotel hiicrelerinden salgilanan endotelin-1 etkisi ile
vazokonstriksiyon, 10kositlerin adezyonu ve vaskiiler diiz kas hiicrelerin
proliferasyonu tetiklenir. Bununla birlikte endotel hiicreleri mezenkimal hiicrelere
dontisiir ve boylece vazodilatasyon mekanizmalar1 bozulur. Diger taraftan aktive
trombositler tarafindan tromboksan-A2, platelet kaynakli biiyltime faktorii ve TGF-
beta(P) salgilanir ve boylece pihtilasma, tromboz, vazokonstriksiyon ve fibroblast
aktivasyonu gercgeklesir. Sonugcta, vaskiiler hasar sonunda kronik doku hipoksisi,
artmis oksidatif stres, azalmis anjiyogenez ve yaygin mikroanjiyopati ile birlikte
kompansatuar vaskiiler onarim mekanizmasi bozulmaktadir (1, 30, 32).

Dogal ve kazanilmis immiin sistem diizensizligi ile olusan immiin
aktivasyon ve inflamasyon SSk’nin patogenezinde merkezi bir rol oynamaktadir.
Ozellikle T hiicrelerinin SSk patogenezinde onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Th1/Th2 dengesinde Th2 lehine bozulma sonucu TGF-f, IL-4, IL-5, IL-13 gibi pro-

fibrotik sitokinler artar ve interferon-y gibi anti-fibrotik sitokinler azalir sonugta



artan kollajen sentezi ve miyofibroblast farklilagmasi ile daha fazla fibroz olusur (4,
5, 32). Diger taraftan T ve B lenfositler arasindaki kompleks iligki sonrasi fibrojenik
fibroblast hiicreler olusur (98).

Vaskiilopati ve otoimmiiniteye bagli inflamasyon sonucu, mezenkimal
hiicre farklilagmas1 ve aktivasyonu, hiicre dis1 matriks birikimi, kontrolsiiz
fibroblast aktivasyonu ile doku fibrozu olugsmaktadir (30, 32).

Sonugta, SSk patogenezinde T ve B hiicreleri, monosit/makrofaj ile
fibroblastlar arasinda olan kompleks bir iligki iizerinde durulmaktadir. Bu hiicreler
normalde denge igerisinde ¢alismaktadir. Hastaligin tipine ve evresine gore bu
denge SSk’de bozulmaktadir. Patogenezin bu kompleks yapist immiin cevabin
dinamik olmasindan kaynaklanmaktadir. Endotelyal hiicre aktivasyonu ve
proliferasyonu, fibroblastik hiicreye doniisiimii, neovaskiilarizasyon ve
ekstraseliiler matriks T{retimindeki artisin patogenik silirece katki yaptigi

diistiniilmektedir (33).

[ Genetik yatkinhk J

1 [ ]
Cevresel Cevresel
faktérler fakldrler
/ Vaskiil . /7~ Immin sistem
asku Opatl Fibroz M1/M2 makrofaj oraninda azalma
_ Endotel hasan Th2 sitokin diizeylerinde artis
intimal proliferasyon Myofibroblast artis Thi sitokin dizeylerinde azalma
Vazokonstriksiyan ESM birikimi Th17 sitokinlerde artis
Hipoksi MMP-1'de azalma Treg fonksiyonunda azalma
Defektif angiogenez 1t 1 Mast hiicre aktivasyonu
Oksidatif stres TGF-p Aktive B hiicrelerinde arti
Platelet agregasyonu IL-4/IL-13 Antikor dretiminde arti /
IL-6
MCP-1
ET-1, IL-6, IL-8 L-le IL-18

Sekil 1. Sistemik skleroz patogenezinde sorumlu tutulan mekanizmalar



3.1.1.5. Klinik Bulgular

Raynaud fenomeni

Raynaud fenomeni ¢ogu zaman SSk’nin ilk klinik bulgusudur. Soguk ve
stres gibi bazi kolaylastirici faktorlerle vazospazm gergeklesir sonugta trifazik renk
degisikligi olusur. Bu tablo daha yaygin olarak iist ekstremitelerde olmak {iizere
parmaklarda goriilmektedir. Bu degisiklikler dilde, burunda ve kulakta goriilebilir.
Bununla birlikte sogukla ortaya c¢ikan RF nadiren koroner, pulmoner ve renal
damarlarda goriilebilir. Vazospazma bagh gelisen iskemik degisiklikler baslangicta
iyl siirlt beyaz renk degisikligi ile solukluk, daha sonra deoksijenizasyona bagli
koyu mavimsi renk degisikligi, daha sonra reaktif hiperemi ile birlikte kirmizi renk
degisikligine yol acar. Tiim hastalarda bu ii¢ faz goriilmeyebilir. RF sinirh kutanoz
SSk’de viseral tutulumdan birkag yil 6nce goriilebilir, ancak diffiiz kutan6z SSk’de
ayni anda veya cilt degisikliklerinden kisa bir zaman sonra ortaya c¢ikabilir. RF
progresif seyrederek dijital pitting, dijital tilser ve doku kayiplarina neden olabilir
(34, 35).

Deri bulgulart

Sistemik sklerozun en sik saptanan klinik bulgularindan biri deri
tutulumudur. Dirsek ve diz distalindeki deri tutulumu lokalize kutanéz SSk olarak
siiflandirilirken, dirsek veya diz proksimalindeki deri tutulumu ve/veya govde
tutulumu diffiiz kutan6z SSk (DkSSk) olarak smiflandirilir. Deri tutulumu
inflamasyon (8dematdz), fibrotik ve atrofik evrelerden olusmaktadir. Inflamasyon
evresi ellerde cukurlasmayan ddem ile iliskilidir ve birkag ay siirebilir. Odem
sonucu kompresyon ndropatileri gibi basi bulgular1 goriilebilir. Kasinti, yanma

agrist ve eritem yaygindir. Bu baslangi¢c evresinde progresif bir sekilde cilt
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kalinlagsmaya baglar ve takiben fibrotik evre sonucunda fibroz gelisir. Fibrotik
stiregte, sklerodaktili olarak tanimlanan metakarpofalangeal ve metatarsofalangeal
eklemlerin distalinde derideki kalinlasma ve sertlik proksimale dogru
ilerlemektedir. Yilz tutulumu agiz acgikliginda azalmaya neden olabilir.
Depigmentasyon alanlar1 nedeniyle deride tipik olarak tuz-biber goriiniimii
saptanabilir. Eklemlerin ekstansér yiizeylerinde travma ile iligkili alanlarda
kalsiyum hidroksiapatit depolanmasi sonucu subkutan kalsinoz gelisebilir.
Kalsinoz, deri iilserleri ve sekonder enfeksiyonlara yol agabilir. Hastaligin ilerleyen
yillarinda 6zellikle iist kollar ve govde derisi, altta yatan subkutan doku halen
fibrotik olmasina ragmen sertlesmede azalma ve klinik olarak normal cilde
dénmeye baglayabilir.

Yiizde, mukozal yiizeylerde, ellerde ve bazen de govdede kilcal damarlarin
genislemesine bagl olarak telenjiektaziler goriilebilir. Telenjiektaziler hastalik
ilerdikce artabilirler ve bu hastalarda pulmoner arteryel hipertansiyon gelisme
thtimalinin daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (1, 36-38).

Eklem bulgular

Artralji ve miyalji siklikla bulunur. Romatoid artritte oldugu gibi proksimal
interfalangeal, metakarpofalangeal, el ve ayak bilegi eklemlerinde sinovit ve
inflamatuar artrit goriilebilir. Ancak erozyon nadirdir. Hastaligin ge¢ evrelerinde
distal kemik rezorpsiyonu ve osteoliz goriilebilir. Eklem kontraktiirleri goriilebilir.
Tendon kilifinin inflamasyonu ve fibroza bagli tendon siirtiinme sesi, 6zellikle
DkSSk'nin yaklasik %30'unda goriilebilir. Bunlar kétii prognoz ile iliskilidir (39-

41).
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Kas bulgular

Sistemik skleroz hastalarinin %10 unda polimiyozite benzer bir inflamatuar
miyozit gorilebilir. Ayrica, SSk’li hastalarda, beslenme bozuklugu, eklem
tutulumu ve deri fibrozu nedeniyle kas giiclinde azalma goriilebilir. SSk’de
dogrudan kas tutulumu nedeniyle kas fibrozu ve atrofiye yol agcan fibrozan miyopati
de goriilebilir (41, 42).

Gastrointestinal bulgular

Sistemik sklerozda gastrointestinal sistem tutulumu siklikla goriilmektedir.
Ag1z boslugundan aniise kadar her yer tutulabilir. Diiz kas fibrozu gastrointestinal
sistem tutulumunun dnemli bir 6zelligidir. Azalmis ag1z acikligi, kserostomi ve dis
eti iltihab1 gibi orofaringeal tutulum bulgular1 goriilebilir. Gastrodzefageal reflii
hastalig1, 6zofagusta dismotilite, azalmis alt 6zofagus sfinkter basinci ve gastrik
bosalmada gecikme olmasi nedeniyle SSk hastalarinda goriilen ciddi bir sorundur.
Dispepsi, erken doyma, bulanti, kusma ve anoreksiye yol agabilen gastroparezi gibi
mide bulgular1 goriilebilir. Gastrik telenjiektazilerin bir sonucu olarak goriilen
gastrik antral vaskiiler ektazi gastrointestinal kanamaya yol acabilir. Hastaligin ince
barsak motilite bozuklugu asir1 bakteri ¢ogalmasina neden olur bu durum
sonucunda diyare, malabsorbsiyon veya psddoobstriiksiyon olugabilir. SSk
hastalarinda siddetli kabizlik 6zellikle kolon ve anal tutuluma bagl olarak gozlenir.
Kolonik tutulumda, mukozal miiskiiler atrofisine bagli genis agizli divertikiil ve
megakolon goriilebilir. Anorektal kapasite, azalmis motilite, kompliyans ve sfinkter
basinct sonucunda rektal prolapsus ve fekal inkontinans SSk hastalarinda goriilen

Oonemli gastrointestinal sistem sorunlaridir (1, 43-45).
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Akciger bulgular

Pulmoner tutulum SSk’de mortalitenin en énemli nedenlerinden biridir. En
sik goriilen akciger bulgulari interstisyel akciger hastaligi (IAH) ve pulmoner arteryel
hipertansiyondur. Daha az goriilen pulmoner belirtiler olarak obstriiktif hava yolu
hastaligi, plorit, aspirasyon pndmonisi ve pulmoner hemoraji sayilabilir. SSk iliskili
IAH alveolar inflamasyon, epitel hasar1 ve fibroblast aktivasyonu sonucu pulmoner
interstisyumda kalinlasma olarak tanimlanmistir. IAH hastalarin % 80’ninde
goriilmektedir. SSk hastalarinda IAH gelisimi agisindan risk faktdrleri arasinda
anti-topoizomeraz | varligi, erkek cinsiyet, Afro-Amerikan 1rki1 ve yaygin cilt
tutulumu yer alir. SSk’de IAH respiratuar voliimde ve difiizyon kapasitesinde
azalma sonucunda akciger fonksiyonlarinda bozulmaya neden olmaktadir (46-48).
Pulmoner arteryel hipertansiyon diger yaygin pulmoner bulgudur. Pulmoner arteryel
hipertansiyon genellikle hastaligin ge¢ doneminde, ortalama 10 yil sonra ortaya
¢ikar. SSk hastalarinda %30 - %350 siklikta pulmoner arteryel hipertansiyon
goriilebilmektedir. Efor dispnesi, gogiis agrisi ve alt ekstremitelerde 6dem pulmoner
arteryel hipertansiyon ag¢isindan klinik ipuclaridir. Bu tiir hastalara ekokardiyografik
degerlendirme ve gerekirse sag kalp kateterizasyon yapilmasi onerilmektedir (1,
49).

Kardiyak bulgular

Perikardit, perikardiyal eflizyon, dilate kardiyomiyopati ve aritmiler SSk
hastalarinda goriilen kardiyak bulgulardir. Otopsi serilerinde hastalarin ¢ogunda
yamali miyokardial fibroz saptanmistir. Kardiyak bulgular koétii prognoz ile
iligkilendirilmistir. Perikardiyal eflizyon DkSSk’de daha siktir ve skleroderma renal

krizi (SRK) i¢in 6ngoriictidiir (1, 50, 51).
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Bobrek bulgular

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorlerinin kesfinden 6nce
SRK, SSk’de onde gelen Oliim nedeniydi. Hastalarin yaklasik %10’unda
gorilmektedir. Genellikle hastaligin ilk 3 yilinda goriiliir. SRK gelisiminde Afro-
Amerikan 1rki, perikardiyal efiizyon, tendon siirtiinme sesi, yeni baslangigli anemi,
DKkSSk, anti-RNA polimeraz III antikoru ve yiiksek doz kortikosteroid kullanimi
gibi bir¢ok risk faktorii belirlenmistir. Akut SRK gelisen hastalarda hizli bir sekilde
ortaya cikan hipertansiyon ile birlikte akut bobrek yetmezligi goriilmektedir.
Mikroanjiyopati nedeniyle hemolitik anemi ve trombositopeni siklikla goriiliir.
Ancak, kronik SRK’de renal fonksiyonlarda ilimli azalma disinda klinik bulgu
saptanmayabilir ve bu tablo yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Erkek cinsiyet, ileri yasta
baslangi¢c ve 3 mg/dL’den fazla serum kreatinin olmasi SRK i¢in kotli prognoz

gostergeleridir (1, 52-55).

3.1.1.6. Tedavi

Gilincel olarak SSk tedavisinde heniliz hastaliZin dogal seyrini
degistirebilecek evrensel olarak kabul edilmis tedavi edici bir ajan yoktur. Erken
hastalik doneminde asemptomatik siire¢, kompleks patogenez ve heterojenite tedavi
basarisim1 etkileyen 6nemli sorunlardir (56). Tedavi etkilenen organin ve klinik
bulgularin varligina gore yonetilmelidir. Ayrica saglikli beslenme, diizenli egzersiz
ve psikolojik destek gibi konularla ilgili hasta egitimi yapilmalidir (57). Bu
ajanlardan herhangi birinin etkinligini dogrulayan biiyiik randomize kontrollii
caligmalarin genel bir eksikligi olmasina ragmen, g¢esitli ajanlar SSk’nin ¢esitli

belirtileri i¢in incelenmistir.
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Vaskiilopati tedavisinde hastalarin soguk, stres, sigara ve vazokonstriiktor
madde gibi tetikleyici faktorlerden kaginmalar1 6nemli basamaktir. RF tedavisinde
vazodilatasyon yapan ilaclar tercih edilmektedir. Bu amagla topikal nitrogliserin,
intravendz (iv) prostaglandin analoglari, kalsiyum kanal blokerleri, fosfodiesteraz
tip 5 (PDE-5) inhibitorleri, ACE inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokerleri
kullanilabilmektedir. Sempatektomiden ¢ok ciddi vakalarda yararlanilabilir. Ayrica
yeni olusan dijital {ilserlerin sayisini azaltmak amaciyla endotelin reseptor
antagonisti olan bosentan kullanilabilir (58-60). RF sikligin1 azaltmak, iskemiyi
azaltmak ve tilser olusumunu 6nlemek bu siirecte en 6nemli tedavi hedeflerimizdir.

Deri tutulumunda siklofosfamid, mikofenolat mofetil, metotreksat,
azatioprin ve hidroksiklorokin gibi immiinsupresif tedavi ajanlar1 kullanilmaktadir.
Hastaligin inflamatuar yiikii ve progresyonuna gore karar verilmektedir. Ancak bu
ilaclarin deri fibrozundaki etkinligine yonelik net bir veri yoktur. Kalsinoz
tedavisinde warfarin, bifosfanat gibi ¢esitli tedavi ajanlar1 kullanilmig ancak etkin
bir tedavi ajan1 bulunmamaktadir (61).

Inflamatuar artrit varliginda hidroksiklorokin, metotreksat gibi temel etkili
antiromatizmal ilaglarla tedavi edilebilir. Anti-TNF ajanlar, diren¢li siddetli
inflamatuar artritte kullanilabilir. SSk’de inflamatuar miyozitin tedavisinde
metotreksat ve azatioprin gibi immiinsupresif ajanlar kullanilabilir (49).

Sistemik skleroz iliskili IAH tedavisinde siklofosfamid, mikofenolat
mofetil, tosilizumab, rituksimab, azatioprin gibi immiinsupresif tedaviler
kullanilmaktadir. Ayrica immiinsupresif tedavilere ragmen ilerleyici olan
hastalarda antifibrotik tedavi (nintedanib) kullanilabilir. Ancak bu tedavilerin

baslatilmasi icin kesin kriterler olusturulmamistir. SSk iliskili pulmoner arteryel

15



hipertansiyon tedavisinde fosfodiesteraz-5 inhibitorleri (Sildenafil, Tadalafil),
endotelin reseptdr antagonistleri (Ambrisentan, Bosentan, Masitentan) ve/veya
prostasiklin analoglar1 (Epoprostenol, Treprostinil, Beraprost, iloprost) gibi
vazodilator tedaviler kullanilmaktadir. Monoterapide diizelme olmayan veya
siddetli pulmoner arteryel hipertansiyonu olan hastalarda kombinasyon tedavisi
diistintilebilir (56, 62, 63).

Giincel olarak, SSk ile iliskili kardiyak tutulumda immiinsupresif tedavi
ajanlarinin veya vazodilator tedavisinin etkinligine yonelik yeterli bir kanit yoktur
(64).

Mide yanmasi ve reflii gibi gastrodzofageal yakinmalart olan hastalarda,
yatak basinin yiiksekte tutulmasi, baharatli yiyeceklerden kaginilmasi, az ve sik
beslenme gibi yasam tarzi ve diyet degisiklikleri dnerilir. Siddetli vakalarda, proton
pompa inhibitdrleri ile H» blokerlerinin kombinasyonu diisiliniilebilir.
Gastroparezisi olan hastalar proton pompa inhibitorlerine ek olarak metoklopramid
gibi prokinetik ajanlar kullamlabilir. Ozofagus darliklarinda periyodik endoskopik
dilatasyonlar yapilabilir. Gastrik antral vaskiiler ektaziye sekonder kanamasi olan
hastalarda lazer koagiilasyon diisiiniilmelidir. Ince bagirsakta asir1 bakteriyel
¢ogalma sendromu olan hastalarda antibiyotik tedavileri kullanilabilir (65, 66).

Skleroderma renal kriz tedavisinde ACE inhibitorleri kullanilmaktadir.
ACE inhibitorleri tolere edilen maksimum dozda kullanilmalidir. Bobrek
fonksiyonu baglangicta azalmaya devam edebilir ancak ACE inhibitoriine devam
edilmelidir. SRK  oOnlenmesine  yonelik  proflaktik ACE  kullanimi
onerilmemektedir. Hastalarin bir kism1 diyaliz veya bobrek transplantasyonu gibi

istenmeyen durumlar ile sonuglanabilir (49).
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3.1.2. Platelet Faktor-4

Platelet faktor-4, 1955 yilinda anti-heparin aktivitesine sahip bir trombosit
protein olarak kesfedilmistir (67). Embriyogenez, ateroskleroz, hematopoez,
l16kositlerin gocii, anjiyogenez, timor biiylimesi ve yayilmasi gibi cesitli biyolojik
siireclerde gorev alan, normal ve malign hiicreler tarafindan eksprese edilen ve
salgilanan, 8-14 kDa’lik yaklasik 50 kiigiik proteinden olusan kemokin ailesine
sahip bir proteindir. Kemokinler, molekiillerin amino terminal kismindaki
korunmus sisteinler (C) tarafindan tanimlanan molekiiler yapiya bagli olarak iki ana
(CXC ve CC) ve iki kiiciik (C ve CX3C) alt gruba ayrilir. CXC alt grubu,
cogunlukla indiiklenebilir ve pro-inflamatuar sitokinlerden olusur. Ayrica, tripeptid
"ELF" (glu-leu-arg) motifi ELR-CXC veya non-ELR-CXC kemokinlerin varligina
veya yokluguna gore siniflandirilmaktadir (68-70). Platelet faktér 4, non-ELR-
CXC bir kemokindir ve giincel olarak kemokin C-X-C motif ligand 4 (CXCL4)
olarak isimlendirilmektedir. Platelet faktor-4’{in kimyasal ve biyolojik yapisi sekil

2 ve 3’de gosterilmistir (71).
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Sekil 2. Platelet faktor 4 (CXCL4)iin kimyasal yapisi

H—Pro —Leu—Tyr—Lys—Lys— lle — lle —Lys —Lys —Leu—

—— Leu— Glu — Ser—0H

Sekil 3. Platelet faktor 4 (CXCL4)’{in biyolojik yapisi

CXCLA4, megakaryosit ve pDH tarafindan salgilanan gii¢lii antianjiyogenik
Ozelliklere sahip bir kemokindir. CXCL4, endotelyal hiicrelerde ve aktive olmus T-
lenfositlerde bulunan CXCR3B olarak bilinen CXCR3 G-protein kenetli kemokin
reseptoriiniin bir ek varyanti ile baglanir. Ayrica, CXCL4 proteoglikanlar ve negatif
yiiklii molekiillere direkt olarak baglanabilir (72, 73). Bununla birlikte SSk’li

hastalarda, spesifik immiin komplekslerdeki DNA’ya baglanarak plazmasitoid
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dendritik hiicre (pDC) hiperaktivasyonuna ve CXCR3’ten bagimsiz olarak
inflamatuar sitokinlerin {iretilmesine neden oldugu gosterilmistir. CXCL4’iin
endotelyal hiicre migrasyon inhibisyonu, proliferasyon ve anjiyogenezin
inhibisyonu, graniilosit ve monosit aktivasyonu, naturel killer (NK) hiicresi ve T-
hiicresi aktivasyonu, farklilasma ve kemotaksis etkiler de dahil olmak {izere ¢ok
sayida biyolojik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (74, 75). Ayrica T hiicreleri,
monositler, dendritik hiicreler gibi immiin yolaklar iizerinde diizenleyici etkiye
sahiptir. CXCL4 Th hiicrelerinin farklilasmasinda, ¢ogalmasinda diizenleyici rol
oynamaktadir. Literatiirde celiskili sonuglar bulunmakla birlikte CXCL4’iin Th17
yolagim1 uyardigr ve IL-17 diizeyleri ile pozitif korele oldugu saptanmigtir. IL-
17°nin dendritik hiicreleri stimiile ettigi gosterilmistir. Bu uyar1 dendritik
hiicrelerden salinan CXCL4 diizeylerini artirabilir (Sekil 4) (7-9). SSk’li hastalarda
CXCLA diizeylerinin deri fibrozu, akciger fibrozu ve pulmoner hipertansiyon ile
iliskili oldugu bulunmustur (75). SSk tanil1 hastalarda CXCL4 diizeylerinin yiiksek
oldugu saptanmigsa da CXCL4’iin SSk patogenezindeki yeri heniliz tam olarak
anlasilamamistir. Bu bulgular CXCL4’lin SSk’de vaskiilopati ve fibroz ile iliskili

oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4. CXCL4 ve Th17 yolag: arasindaki iligki

3.1.3. Kimerin

Kimerin adipoz dokudan salgilanan, lipoliz ve glukoz alimi gibi c¢esitli

otokrin ve obezite ile iligkili inflamasyon gibi parakrin etkileri olan bir kemotaktik
proteindir (76, 77). Glukoz homeostazi, inflamasyon ve bir¢ok fizyolojik siirecle
iligkili oldugu bilinmektedir. pDH ve makrofajlarda eksprese edilir, makrofaj ve
monositler i¢in kemoatraktan olarak etkisini gostermekedir. Fare ve insan
adipositlerinde yiiksek diizeylerde eksprese edilen bir adipokindir. Ayrica plasenta,
karaciger, akciger, bobrek, beyaz ve kahverengi yag dokusu, kas hiicresi ve
pankreas gibi bircok dokuda eksprese edilmektedir (78, 79). Kimerin, 163 amino
asitten olusan preprokimerin olarak sentezlenmektedir. Daha sonra 140 amino

asitten olusan inaktif form olan prokimerin olarak salgilanir. Katepsin G, elastaz ve

20



triptaz gibi bazi proteazlar tarafindan C-terminalinin bdliinmesi yoluyla terminal

amino asitten yoksun farkli biyoaktif izoformlar1 olugsmaktadir (Sekil 5) (79).

Katepsin G

Kallikrein 7 Plazmin Wﬂz

arboksipeptidaz N/

\ i _~
Kimaz

e

Sekil 5. Kimerin izoformlarinin sentezlenmesi

En aktif formu kimerin 21-157 formu olarak bilinmektedir. Kimerin;
kimerin benzeri reseptor 1 (CMKLR1 veya ChemR23), G protein-bagl reseptor 1
(GPR1) ve C-C kemokin reseptorii benzeri 2 (CCRL2) reseptorler araciligiyla
adipogenez, osteoklastogenez, anjiyogenez ve inflamatuar siirecler gibi cesitli

hiicre tipleri lizerinde farkl: etkiler gdstermektedir (Sekil 6) (79, 80).



— Kimerin —

v Leptin

: Adiponektin |
Adipogenez ——| ypq

| IL-6 1

Sekil 6. Kimerinin metabolik etkileri

Kimerin CMKLR1 aracilifiyla makrofajlar1 ve inflamatuar sitokinleri
uyararak inflamasyon gelisimine katkida bulunmaktadir. Kimerinin obezite,
sistolik kan basinci, aglik serum insiilini, HOMA-IR ve serum trigliserid diizeyi gibi
cesitli metabolik sendrom bilesenleriyle giiglii bir sekilde iliskili oldugu
gosterilmistir (81, 82). Ayrica kimerinin adiposit ve fibroblast hiicrelerinin
farklilagsmasinda rol oynadigi gosterilmistir (83, 84). Kimerinin SSk patogenezinde
rol oynayan inflamasyon, vaskiiler hasar ve fibrotik stireclerle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Kimerin vaskiiler yatakta oksidatif stress ve vazokonstriiksiyon
etkiler gostererek vaskiiler hasara neden olabilmektedir. Ayrica dendritik hiicre,
makrofaj ve inflamatuar sitokinleri aktive ederek inflamasyonu tetiklemektedir.
Diger taraftan fibroblast aktivasyonu ile kollajen iiretimini uyarabilmektedir (Sekil
7) (84). Yapilan kohort caligmasinda SSk’de hastalik siiresi ile kimerin diizeyi
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. SSk’de dermal fibroblastlarda diizeyi
azalmisken damar duvarinda artmis olarak bulunmustur. Bu acgidan SSk’de
vaskiilopati ile iliskili olabilecegi lizerinde durulmaktadir (84, 85). Diger taraftan
bazi caligmalarda kimerinin anti-inflamatuar etkiler gosterdigi belirtilmistir (14,

86).
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Sekil 7. Kimerin ve sistemik skleroz patogenezi arasinda olasi iligki

3.1.4. Sekukinumab

Sekukinumab psoriyazis, psoriatik artrit (PsA) ve ankilozan spondilit (AS)
tedavisinde kullanilan, secici olarak IL-17A’y1 hedefleyen ve IL-17 reseptor
etkilesimini inhibe eden yiiksek afiniteli, rekombinant tam insan monoklonal
immiinoglobulin Gl/kappa antikorudur. (87, 88). Sekukinumab gibi terapotik
proteinler, tipik olarak metabolizmaya ugramazlar. Sekukinumab yavas sc
absorpsiyonu, diisiik klirens ve uzun yar1 Omiir gibi farmokokinetik 6zellikler
sergilemektedir. Klerenste zamana bagl bir degisiklik olduguna yonelik yeterli bir
kanit yoktur. Sekukinumabin yavas sc emilimi gdz oniine alindiginda, ¢esitli klinik
caligmalarda tek bir sc 150 veya 300 mg doz alan plak psoriazis hastalarinda dozdan
5 ila 6 giin sonra doruk konsantrasyonlara ulagilmistir. sc uygulamasiyla ortalama
biyoyararlaniomin %73 oldugu saptanmistir. Sekukinumab insan IL-17A’sma
baglanir ve bu sitokinin biyoaktivitesini notralize eder. IL-17A, ¢esitli otoimmiin
ve inflamatuar siire¢ler i¢in ¢ok 6nemli olan Th17 hiicrelerinin temel sitokinidir.
IL-17A ayrica bellek efektor CD4+ ve CD8+ T lenfositlerince de {iiretilmektedir.
IL-17A, sedef hastaligi, AS ve PsA gibi otoimmiin hastaliklarda baslica pro-

inflamatuar sitokinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Néotralizasyonu,
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inflamasyon ve doku yikimi gibi immiin aracili hastaligin altta yatan yapisal
Ozelliklerini tedavi edebilir. IL-17A fibroblast ve endotel hiicrelerini uyararak pro-
inflamatuar sitokinler, adezyon molekiilleri ve matriks metalloproteinazlarin
salinimin1 artirmaktadir. Ayrica IL17A diiz kas hiicrelerini prolifere ederek kollajen
sentezinin artmasina neden olmaktadir (Sekil 8) (89). Sonucta IL-17’nin SSk’deki
inflamasyon, vaskiilopati ve fibroz ile iligkili 6nemli bir yolak oldugu g6z oniine
alindiginda IL-17’yi hedef alan tedaviler ile anti-inflamatuar ve anti-fibrotik
etkinlik saglanabilir.

IL-17

Flbroblast Duz kas hiicresi

4:} Endotel hiicre
/ - \

Proinflamatuar sitokinler ™ Proinflamatuar sitokinler /P Proliferasyon
Adezyon molekuller Adezyon molekuller Migrasyon
Matriks metallaproteinazlarfh Matriks metallaproteinazlar 4+ Kollajen sentezi’

Kollajen sentezi/}
Proliferasyon

[ inflamasyon | - > [ vaskiilopati | —

Sekil 8. IL-17’nin inflamasyon, vaskiilopati ve fibroz iizerine olan etkileri

3.1.5. Metformin

1950’lerden beri diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan metformin,
tip 2 diyabet tedavisinde giiniimiizde en sik kullanilan birinci basamak tedavi
ajanmidir. Monoterapi seklinde veya insiilin veya diger glukoz diisiiriicii tedavilerle
kombinasyon halinde sik regete edilen bir tedavi ajanidir. Metformin, Fransiz
leylagr olarak da bilinen Galega officinalis’ten elde edilen bir biguaniddir.

Metforminin farkli mekanizmalar iizerinden etki gdsterdigi belirtilmektedir. Son
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zamanlarda, ozellikle anti-proliferatif, immiinmodiile edici ve anti-fibrotik aktivite
gibi yeni pleiotropik 6zellikleri ortaya konulmustur (17, 90).

Mitokondriyal solunum zinciri kompleks 1°1 inhibe edici etkisi metforminin
glukoz diisiiriicii etkisinin en ¢ok calisilan ve yaygin olarak kabul edilen etki
mekanizmasidir. Ayrica metforminin ¢esitli mekanizmalar yoluyla hepatik
glukoneogenezi transkripsiyonel olarak diizenledigi one siiriilmiistiir. Ik olarak,
metforminin siklik adenozin mono fosfat (cAMP) birikimini azaltarak hepatik
glukagon sinyalini antagonize ettigi ve bdylece glukoneogenik genlerin cAMP
regiilatuar eleman baglayici protein (CREB) aracili transkripsiyonunu 6nledigi 6ne
stiriilmiistiir ( 91, 92 ). Bu mekanizmanin klinik 6nemi, metforminin glukagon ile
uyarilan hepatik glukoz iiretimini azaltmadigini gosteren prediyabetik bireyler
lizerinde yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (93). Ek olarak, metforminin
glukoneogenik gen ekspresyonunun down regiilasyonuna neden olan AMPK’yi
aktive etttigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, AMPK aktivasyonunun, CREB
transkripsiyonel kompleksinin ¢dziilmesine aracilik ettigi ve bunun da azalmis
glukoz-6-fosfataz ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz 1 ekspresyonuna yol agtigi
iler1 siirtilmektedir. Ayrca transkripsiyon disinda allosterik, substrat ve redoks gibi
farkli etki mekanizmalarina sahiptir (94).

Metformin, aktive olan AMPK’nin aracilik ettigi yol ile anti-inflamatuar
etkiler gosterebilmektedir. AMPK nin tedavi edici potansiyelini diisiindiiren bulgu
ise, mTOR’u inhibe ederek Th17 hiicre sayisini baskilamasit ve STAT3’{i inhibe
etmesi olarak belirlenmistir (95). AMPK, enerji metabolizmasinin ¢ok onemli bir
diizenleyicisidir, bununla birlikte anti-inflamatuar etkileri ¢esitli insan hiicre

tiplerinde ve ¢oklu hayvan hastalik modellerinde bildirilmistir. AMPK ’nin niikleer
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faktor kappa B sinyali, ¢oklu mitojenle aktive olan protein kinaz yollari, reaktif
oksijen tiirlerinin liretiminin azaltilmas1 ve JAK-STAT yolaginin inhibisyonu gibi
coklu sinyal yollarmi inhibe ettigi one siiriilmektedir. Ornegin, AMPKaz knockout
farelerde, STAT1 e bagl inflamatuar yanitta artis oldugu gosterilmistir. AMPK’nin
farmakolojik veya genetik aktivasyonu ile AMPK nin vaskiiler inflamasyona kars1
potansiyel olarak koruyucu oldugu gosterilmistir (96-100).

IL-6 yanitinin AMPK aracil1 baskilanmast i¢in potansiyel mekanizmalardan
biri orphan niikleer reseptdr kiigiik heterodimer partner (SHP)’in uyarilmasidir.
Primer sigan hepatositlerinin uzun siireli metformin tedavisi ile ¢ekirdekte STAT3
ile birlikte lokalize olan SHP’nin AMPK’ye bagh biriktigi bdylece DNA
baglanmasinin azaldig1 ve pro-inflamatuar genlerin ekspresyonun inhibe oldugu
gosterilmistir. Ayrica, HepG2 insan hepatom hiicrelerinde, kronik aminoimidazole-
4-carboxamide riboside aracili AMPK aktivasyonunun, JAK1/JAK2 tirozin
fosforilasyonunu ve aktivasyonunu baskilayarak IL-6 sinyalini inhibe ettigi
gosterilmistir (101, 102).

Kang ve ark. (103) yaptiklar1 bir g¢alismada metforminin AMPK’yi
aktiflestirerek mMTOR-STAT3 yolunu inhibe ettigini ve boylece Th17 hiicrelerinin
popiilasyonunda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Myofibroblastlarin
infiltrasyonunu aktive eden TGF-f, deri fibrozunda 6nemli rol oynamaktadir (104).
Yapilan ¢alismalar TGF-B’nin uyardigi derideki fibrozu oral metforminin inhibe
ettigini  gostermistir (105, 106). Ayrica, oral metforminin myofibroblast
farklilasmasini da etkiledigi gosterilmistir (107).

Sekukinumab ve metformin tedavileri CXCL4 ve kimerin gibi kemokin ve

adipositokinlerin diizeylerini etkileyerek anti-inflamatuar ve anti-fibrotik 6zelikler
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gosterebilir. Bu calismada BLM ile olusturulan deneysel skleroderma modelinde
serum ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin molekiillerinin degisimi ile
sekukinumab ve metformin tedavilerinin bu molekiiller {izerinde olan etkilerinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 09.04.2020 tarih ve
389184 sayili etik onay1 alinarak ¢alismaya baglandi. Calisma plan1 daha once

yapilan ¢alismadan elde edilen serum ve dokular kullanilarak olusturuldu.
4.1. Deney Hayvanlari

Calismada ortalama 6 hafta yasinda ve 20-25 gram agirliklarinda, 40 adet
Balb/c disi fareler kullanildi. Calisma i¢in bu hayvanlardan alinan serum ve deri
dokular1 kullanild1. 12 saat giines 15181 alacak sekilde dizayn edilen 6zel odada, 6zel
olarak hazirlanmis kafeslerde barindirilan farelerin beslenmesinde Elazig Yem
Fabrikasi’ndan temin edilen standart fare yemi kullanildi. Farelerin su ihtiyac i¢in
kafeslere uclarda damlalik mekanizmasi bulunan 6zel siseler yerlestirdi. Deneysel

uygulamalar i¢in tiim farelerin sirt bolgesi tiras edildi.
4.2. Calisma Gruplar

40 adet balb/c cinsi disi fareler grup 1 (kontrol grubu), grup 2 (sham grubu),
grup 3 (sekukinumab grubu) ve grup 4 (metformin grubu) olacak sekilde 4 gruba

ayrildi.
4.3. Deneysel Uygulamalar

100 pl FTS kontrol grubundaki farelere, 100 pg BLM (100 pl FTS
icerisinde) diger gruptaki farelere her giin, sc olarak 4 hafta siire ile uygulandi. Ek
olarak, haftada bir 10 mg/kg dozunda sekukinumab sc olarak grup 3’teki farelere,
giinliik 50 mg/kg dozunda metformin (oral) grup 4’teki farelere 28 giin boyunca

uygulandi.
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4.4. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

4. haftanin sonunda, intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) +
xylazine (10 mg/kg) ile yapilan anestezi ile tiim fareler dekapite edilerek calismada
kullanilan kan ve doku oOrnekleri elde edildi. Farelerden kan Ornekleri ve
histopatolojik analizler icin sirt derileri alindi. Alinan kan 6rneklerinin 10 dakika
boyunca 3000 rpm’de santrifiij edilmesi ile elde edilen serumlar ve alinan sirt

derileri calisilacagi giine kadar -80C’de saklanda.

4.5. Biyokimyasal Analizler

4.5.1. Doku Homojenantlarimin Hazirlanmasi

Deri dokular1 -80 °C’den alinarak kan ve artiklarin temizlenmesi amaciyla
iic kez fosfat tamponu ile yikanarak kurutuldu. Doku ornekleri 100 mg olarak
tartildi ve homojenizasyon amaci ile ependorf tiiplerin icerisine konuldu. Daha
sonra 0.5 mm c¢apl zirkonyum oksit boncuk her bir ependorf tiipiin igerisine
yerlestirildi. 1 ml olacak sekilde fosfat tamponu oOrneklerin tiimiine eklendi.
Ependorf tiipler agizlar1 kapatilarak homojenizatoriin (Bullet Blender) igerisine
yerlestirilip 5 dakika siiresince homojenize edildi. Olusan slipernatant tabaka tekrar
ependorf tiiplere alindi ve 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifijj
yapildiktan sonra elde edilen iistteki siipernatant alindi ve enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA) calismalarinda kullanildi.
4.5.2. CXCL4 Diizeyinin Belirlenmesi

Orneklerin (siipernatantlar ve serum) CXCL4 diizeylerinin belirlenmesinde
Sunred Biological Technology Co. Ltd. (Shanghai, CHINA) firmas: tarafindan

iiretilen mouse PF-4 ELISA kiti kullanildi. Uretici firmanin katalogunda (Katalog
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No: 201-02-0687) belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun olacak sekile ELISA

yontemiyle c¢aligildi. Kit setinde bulunan malzemeler Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. CXCL4 ELISA kit igerigi

Malzemeler

Miktarlar1

Antikor kapli ELISA plate

Standart diliienti

Stok standart soliisyonu

Plate iizerini kapatmak i¢in membran
Streptovidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjugati
Yikama soliisyonu

Biotinli CXCL-4 monoklonal antikor
Kromojen soliisyonu A

Kromojen soliisyonu B

Stop soliisyonu

Tiiketici talimat klavuzu

Hermetik ¢anta 1 adet

12 Kuyucuk x 8 (96°1ik)
3 mL

0,5 mL

2 adet

6 mL

30X 20 mL
1 mL

6 mL

6 mL

6 mL

1 adet

1 adet

Kitin ¢alisma prosediirii;

e Standartlar hazirlandi ve 50 ul kuyucuklara eklendi.

e Orneklerden 40 pl alindi kuyucuklara eklendi ve iizerine 10 ul CXCL4

monoklonal antikor eklendi.

e Streptovidin-HRP konjugat 50 pl kuyucuklarin hepsine eklendi.

e 37°C’de 60 dk. inkiibe edildi.

e Inkiibasyonu takiben Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) otomatik

yikayici cihazi ile 5 kez yikama yapildi.

e Takiben 50 pl kromojen A sonra 50 pl kromojen B soliisyonu eklendi ve 37

°C’de 10 dk. inkiibe edildi.
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e 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu ve sar1 renkli
tirlin olustu.

e Sari renkli lirlinlin absorbans okumasi1 ChroMate P4300 microplate reader
(Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazinda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de yapildi ve Sekil 9’da verilen standart
egri grafigi elde edildi. Bu grafige gore degerlendirilen sonuglar ng/mL
olarak verildi.

e Kitin Ol¢lim araligt 0.8-200 ng/mL, minimum Jlgiilebilir diizeyi
(sensivitesi) 0.773 ng/mL, intra-assay degeri CV < %10, inter- assay degeri

CV < %12 idi.

CXCL4 tayini icin ELISA standart egri grafigi

3
2,5 .
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= e
T 15 R y =0,7838In(x) - 1,4134
4 e R2=10,9971
_-‘
0,5 '
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0
0 20 40 B0 20 100 120 140

Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 9. CXCL4 diizeyi ELISA standart egri grafigi
4.5.3. Kimerin Diizeyinin Belirlenmesi

Orneklerin (siipernatantlar ve serum) kimerin diizeylerinin belirlenmesi igin
Sunred Biological Technology Co. Ltd. (Shanghai, CHINA) firmasinca iiretilen

mouse kimerin ELISA kit kullanildi. Uretici firmanin katalogunda (Katalog
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No0:201-02-5786) belirtilen sekilde ¢alisma prosediirlerine uygun olarak ELISA

yontemiyle caligildi. Kit setinde bulunan malzemeler Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Kimerin ELISA kitinin igerigi

Malzemeler

Miktarlari

Antikor kapli ELISA plate

Standart diliienti

Stok standart soliisyonu

Plate iizerini kapatmak i¢in membran
Streptovidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjugati
Yikma soliisyonu

Biotinli kimerin monoklonal antikor
Kromojen soliisyonu A

Kromojen soliisyonu B

Stop soliisyonu

Tiiketici talimat klavuzu

Hermetik ¢anta 1 adet

12 Kuyucuk x 8 (96°lik)
3 mL

0,5 mL

2 adet

6 mL

30X 20 mL
1 mL

6 mL

6 mL

6 mL

1 adet

1 adet

Kitin ¢alisma prosediirii;

e Standartlar hazirlandi ve 50 pl kuyucuklarin hepsine eklendi.

e Orneklerden 40 pl alindi kuyucuklara eklendi ve iizerine 10 pl kimerin

monoklonal antikor eklendi.

e Streptovidin-HRP konjugat 50 ul kuyucuklara eklendi.

e 37 °C’de 60 dk. inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA)

otomatik yikayici cihazi ile 5 kez yikama yapildi.

e Ardindan 6nce 50 pl kromojen A sonra 50 ul kromojen B soliisyonu eklendi

ve 37 °C’de 10 dk. inkiibe edildi.
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e 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu ve sar1 renkli
tirlin olustu.

e Sari renkli lirlinlin absorbans okumasit ChroMate P4300 microplate reader
(Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazinda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de yapildi ve Sekil 10°da verilen standart
egri grafigi elde edildi. Bu grafige gore degerlendirilen sonuglar ng/mL
olarak verildi.

e Kitin 6l¢iim araligi 0.1-30 ng/mL, minimum 6l¢iilebilir diizeyi (sensivitesi)
0.097 ng/mL, intra-assay degeri CV < %9, inter- assay degeri CV < %11
idi.

Kimerin tayini icin ELISA standart egri grafigi
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Sekil 10. Kimerin diizeyi ELISA standart egri grafigi
4.6. Histopatolojik Analizler

Doku o6rnekleri 6nce formalin soliisyonuna eklendi ve parafin bloklar ayni
giin igerisinde hazirlandi. Sonrasinda bloklardan kesitler alinarak Hematoksilen-
Eosin ve Masson-Trichrom ile boyandi. Preperatlar uzman bir patolog tarafindan

151k mikroskobunda (Olympus BX-50) X40, X100, X200 ve X400 biiyiitmede
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incelenerek inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroz agisindan degerlendirildi. Her
bir denekte, en az iki farkli preparatta, X100 biiylitmede, en az 5 farkli 6l¢limiin
ortalamasi alinarak epidermo-dermal bileske ile dermis-subkutan yag dokusu

bileskesi aras1 dermal kalinlik olarak belirlendi.

4.7. istatistiksel Analizler

Calismadan sonunda elde edilen verilerin, lisanst Firat Universitesi
tarafindan alinmig IBM-SPSS (versiyon 22) programi kullanilarak, istatistiksel
analizleri yapildi. Gruplar arasindaki olast farkliklarin anlamliligi i¢in Kruskal
Wallis ve Post Hoc Mann-Whitney U testleri kullanildi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verildi. P degeri 0.05’in altinda olan analizler istatiksel olarak anlaml1

kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Serum ve Doku CXCL4 Diizeyleri

BLM uygulanan grup II farelerde serum CXCL4 diizeyi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda % 80.4 oraninda artmist1 (p=0.016). BLM uygulanan farelerde,
doku CXCLA4 diizeyi kontrol grubuna gére % 50.4 oraninda yiikselmisti (p=0.034).
Serum CXCL4 diizeyi sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde Grup II’ye
gore sirastyla % 31.1 ve % 17.7 oraninda azalmisti ancak istatiksel anlamliliga
ulagsmamust1 (sirasiyla; p=0.101, p= 0.501). Sekukinumab ve metformin uygulanan
farelerde serum CXCL4 diizeyleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak farkli
degildi (sirasiyla; p=0.170, p= 0.085) (Sekil 11). Sekukinumab ve metformin
uygulanan farelerde doku CXCL4 diizeyi Grup II’ye gore sirastyla % 40.3 ve % 28
oraninda azalmisti (swrasiyla; p=0.034, p=0.035). Kontrol grubu ile
karsilastrildiginda, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku CXCL4
diizeylerinde istatiksel olarak farklilik saptanmadi (sirasiyla; p=0.691, p= 0.270).
(Tablo 4) (Sekil 12). Gruplarin serum ve doku CXCLA4 diizeyleri arasinda istatiksel
olarak farklilik saptanmadi (kontrol grubu i¢in p=0.757, BLM grubu i¢in p=0.183,

sekukinumab grubu i¢in p=0.2, metformin grubu i¢in p=0.145).
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Tablo 4. Calisma gruplarinda serum ve doku CXCL4 diizeyleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV
(Kontrol) (BLM) (Sekukinumab) (Metformin)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Serum CXCL4 18.1+5.58 32.65+14.03* 22.48+7.26 26.2+9.89
(ng/mL)
Doku CXCL4 16.42+3.01 24.7+£9.64% 17.60+4.420 19.31+12.16°
(ng/mL)

“Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Grup I ile karsilastirildiginda: *p<0.05
Grup 11 ile karsilastirildiginda: ®p<0.05

e p=0.016
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Kontrol Bleomisin Sekukinumab Metformin

Sekil 11. Gruplardaki serim CXCL4 diizeyleri
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p=0.035

==

Doku CXCL4 dizeyi (ng/mL)

Kontrol Bleomisin Sekukinumab Metformin

Sekil 12. Gruplardaki doku CXCL4 diizeyleri

5.2. Serum ve Doku Kimerin Diizeyleri

Doku kimerin diizeyi, BLM uygulanan grup II farelerde kontrol grubuna
gore %19.9 oraninda artmisti (p=0.04). Serum kimerin diizeyi, BLM uygulanan
grup II farelerde kontrol grubuna gore artmisti ancak istatistiksel anlamlilik
saptanmadi (p=0.233). Sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde serum
kimerin diizeyleri grup II’ye benzerdi (sirasiyla; p=0.806, p=0.962). Kontrol
grubuna gore, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde serum kimerin
diizeylerinde istatiksel olarak farklilik saptanmadi (sirasiyla; p=0.221, p=0.290)
(Sekil 13). Grup II’ye gore, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku
kimerin diizeyleri sirasiyla % 13.6 ve %16.4 azalmisti (sirasiyla; p=0.151,
p=0.033). Sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku kimerin diizeyleri
kontrol grubu ile benzerdi (sirasiyla; p=0.683, p= 0.962). (Tablo 5) (Sekil 14).
Ayrica kontrol grubu serum kimerin diizeyi, kontrol grubu doku kimerin diizeyine
gore %187.9 oraninda daha azdi1 (p<0.001). Benzer sekilde BLM grubunda serum
kimerin diizeyi, BLM grubu doku kimerin diizeyine gore %149.5 oraninda daha

azdr (p<0.001). Diger taraftan sekukinumab ve metformin gruplarinda doku
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kimerin diizeyi serum kimerin diizeyine gore sirastyla %116.4 ve %124.1 daha

fazlaydi (her ikisi i¢in p<0.001).

Tablo 5. Calisma gruplarinda serum ve doku kimerin diizeyleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV
(Kontrol) (BLM) (Sekukinumab) (Metformin)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Serum kimerin 1.68+1.02 2.32+0.47 2.31+0.51 2.16+1.17
(ng/mL)
Doku kimerin 4.83+£0.94 5.79+0.94% 5+0.99 4.84+0.74°
(ng/mL)

“Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Grup [ ile karsilastirildiginda: #p<0.05
Grup Il ile karsilastirildiginda: ®p<0.05
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Kontrol Bleomisin Sekukinumab Metformin

Sekil 13. Gruplardaki serum kimerin diizeyleri
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Sekil 14. Gruplardaki doku kimerin diizeyleri

5.3. Histopatolojik Degerlendirme

Sadece FTS enjeksiyonu yapilan I. gruptaki farelerin deri doku
histopatolojik degerlendirilmesinde dermal fibrozun olusmadig: goriildii (Sekil 15).
Ancak, BLM uygulamalari ile dermal kalinlik, inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ve
dermal fibrozda belirgin olarak artmist1 (Sekil 16-19). Sekukinumab ve metformin
uygulanan farelerde dermal kalinlik, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve dermal
fibroz 1liml1 olarak artmist1 (Sekil 17 ve 18). Sekukinumab ve metformin grubunda
dermal kalinlik grup II’ye gore azalmist1 (sirasiyla p:0.004, p:0.012) (Sekil 19).
Lenfosit ve mast hiicre infiltrasyonu acisindan grup II’ye gore sekukinumab
grubunda anlamli azalma saptandi (sirasiyla p:0.017, p:0.046) (Tablo 6) (Sekil 20

ve 21).
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Sekil 15.Kontrol grubunda FTS enjeksiyonu yapilan farelerin normal histopatolojik
goriiniimii (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal kalinlik)
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Sekil 16. Sham grubunda BLM enjeksiyonu yapilan farelerin histopatolojik goriiniimii: fibrozis ile
dermal kalinlikta belirgin arti, yogunlasan inflamatuar hiicreler (hematoksilen eozin, x100, siyah

ok: dermal kalinlik, kirmizi ok: inflamatuar hiicreler)
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Sekil 17. Sekukinumab grubundaki farelerin histopatolojik goriiniimii: hafif fibrozis ile dermal
kalinlikta 1limli artis ve seyrek inflamatuar hiicreler (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal

kalinlik, kirmizi ok: inflamatuar hiicreler)

L 1\; 3 ;
R 7 B

Sekil 18. Metformin grubundaki farelerin histopatolojik goriiniimii: hafif fibrozis ile dermal
kalinlikta 1liml1 artis ve seyrek inflamatuar hiicreler (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal

kalinlik, kirmizi ok: inflamatuar hiicreler)
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Tablo 6. Calisma gruplarinda dermal hiicre sayilari ve dermal kalinliklar

Kontrol BLM SEK MET P1 P2 P3
Dermal 131.4+18.6  322.2+101.4  200+19.2  212.5£23.1  0.001 0.004 0.012
kalinhk (pm)
Lenfosit 1.57+0.53 2.11+0.6 1.37+0.51 2.25+0.7 0.079 0.017 0.622
(n/HPF)

Mast hiicre 3.35+1.45 5.91+2.47 3.83+1.22 4.241.27° 0.023  0.046 0.162
(n/HPF)

BLM: bleomisin, HPF: herbir alandaki hiicre sayisi, MET: metformin, SEK:
sekukinumab

P1: BLM grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda

P2: Sekukinumab grubu BLM grubu ile karsilastirildiginda

P3: Metformin grubu BLM grubu ile karsilastirildiginda

p=0.012

p=0.001 p=0.004
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Sekil 19. Gruplardaki dermal kalinlik
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Lenfosit (n/HPF)

Mast hiicre (n/HPF)

p=0.017
3,00
2,00
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00
Kontrol Bleomisin Sekukinumab Metformin
Sekil 20. Gruplarda birim alanda lenfosit sayisi
p=0.023 p=0.046
100,00

. |

4000 i %

Kontrol Bleomisin Sekukinumab Metformin

Sekil 21. Gruplarda birim alanda mast hiicre sayisi
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6. TARTISMA

Bu c¢alismada, BLM ile uyarilmis deneysel skleroderma modelinde
sekukinumab ve metformin uygulamalar1 ile serum ve deri dokusunda CXCL4 ve
kimerin diizeylerinin degisimi arastirilmistir. BLM uygulanan grup II farelerde
dermal doku kalinliginda ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunda artis, dermal fibroz
olusumu gozlenmistir. Yalnizca BLM uygulanan grup II farelerde serum ve doku
CXCLA diizeylerinde anlamli artig saptandi. Sekukinumab uygulanan farelerde
doku CXCL4, metformin uygulanan farelerde ise doku CXCL4 ve kimerin
diizeylerinde anlaml1 azalma saptanda.

Sistemik skleroz etiyolojisi heniliz tam olarak bilinmeyen multisistemik
tutulumla karakterize, kronik bir hastaliktir. Vaskiilopati, immun aktivasyon ve
yapisal olarak normal kollajenin artan miktarlarda birikmesi ile hiicre dis1 matriksin
asir1 sentezinin bu hastaligin gelisiminde 6nemli oldugu bilinmektedir. Vaskiiler ve
immiinolojik  siireglerin  sklerodermanin  patogenezinde merkezi oldugu
diistiniilmekte ancak ilk olaylarin ne oldugu ve sirasiyla farkli siireglerin fibroz
gelisimini nasil tetikledigi net degildir. Bu mekanizmalarin hiicre-hiicre, hiicre-
sitokin ve hiicre-matriks etkilesimlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (4, 108-
110).

Etkilenen dokuya immiin hiicrelerin infiltrasyonu, hastaligin erken
doneminde genellikle fibroz olusumundan ©6nce meydana gelir. Dogal ve
kazanilmig immiin sistemin yapilart SSk gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar.
Naturel killer hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler dogal immiin sistemin
onemli ana bilesenleridir. Diger taraftan T ve B lenfositler kazanilmig immiin

sistemin ana hiicreleridir. Tiim bu hiicreler arasinda kompleks iliski sonras1t TGF-
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B, interferon (IFN)-I, IL-4, IL-10, IL-13 gibi tip 2 sitokinler salgilanir ve genellikle
hastalikta efektor hiicre olarak kabul edilen aktiflestirilmis fibrojenik fibroblast
popiilasyonunun olusumuyla sonuglanir (111). Makrofajlar M1 ve M2 alt tiplerine
ayrilmaktadir. M1 tip makrofajlar IL-1, IL-6, IL-12 ve TNF-a ile inflamatuar
stirecleri uyarirken, M2 tip makrofajlar ise IL-4, IL-10, IL-13 yoluyla uyarildiktan
sonra inflamasyonu azaltir ve doku onariminm1 destekleyerek fibroblast
aktivasyonuna neden olur. SSk patogenezinde M2 polarizasyonu 6nemli rol
oynayan mekanizmalardan biridir (112).

CD4 + T hiicrelerinin SSk patogenezinde dnemli rol oynadigi bilinmektedir.
T helper (Th)-1, Th2, Th17 ve Treg CD4 + T hiicrelerinin alt tipleridir. Erken
donem SSk patogenezinde Th2 hiicreler, daha ge¢ donemde ise Thl hiicreler
baskindir. Thl Ilenfositler matrix metalloproteinaz ve matelloproteinaz doku
inhibitorleri (TIMP) dengesini diizenleyerek kollajen degradasyonuna yol acar ve
tiretimini diizenler. Fibrotik evrede Th2 sitokinleri (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-
13) kollajen sentezini artirir (1, 3, 113-116). SSk patogenezinde Th17/Treg dengesi
onemli bir rol oynamaktadir. Bu dengenin Th17 yolagina dogru kaymasi sonucu
fibrotik stire¢ tetiklenmektedir. Th17 hiicreleri esas olarak interlokin (IL)-17
sekrete etmektedir. IL-17°de IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
yapimini1 uyararak inflamasyonu tetiklemektedir. Ayrica IL-17’nin kollajen
sentezinden sorumlu fibroblastlarin proliferasyonunu uyardigi gosterilmistir.
Fibroblastlarin aktivasyonu sonucu artan kollajen sentezi SSk’de fibrotik siiregte
onemli bir basamaktir. Calismalarda SSk hastalarinda I1L-17 diizeylerinin saglikli

popiilasyona gore yiiksek oldugu bulunmustur (1, 3, 117, 118).
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Kurasawa ve ark. (118) tarafindan yapilan ¢alismada SSk hastalarinin deri
ve bronkoalveolar sivisinda IL-17’nin yiikksek diizeyde eksprese oldugu
saptanmistir. Yang ve ark. (119) tarafindan SSk tanili hastalarda Th17 hiicrelerinin
hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu ve IL-17 diizeylerinin fibroblastik aktiviteyi
artirarak kollajen liretimini artirdigi saptanmistir. Radstake ve ark. (120) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise SSk hastalarinda dolasimdaki Th17’nin ve intraselliiler IL-17
ekspresyonunun artmis oldugu bulunmustur. Ayrica, Fenoglio ve ark. (121)
tarafindan yapilan caligmada SSk hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla Th17
hiicresinin artmis oldugu ve immiin cevabin 6zellikle Th17 yolagina dogru kaydigi
gosterilmistir. Benzer sekilde Almanzar ve ark. (122) tarafindan 135 SSk hastasi
izerinde yapilan ¢alismada dolasimdaki Th17 hiicre sayisinin ve intraselliiler IL-
17 ekspresyonun artmis oldugu bulunmustur. Buna ilaveten Zhou ve ark. (123) SSk
tanili hastalarda IL-17A diizeyi ile modifiye rodnan skoru arasinda pozitif
korelasyon oldugunu saptamistir. Truchetet ve ark. (124) tarafindan yapilan
caligmada ise interstisyel akciger hastaligi olan SSk tanili hastalarda IL-17
diizeyinin saglikli kontrole gore yiiksek oldugu saptanmustir. IL-17 eksikligi olan
deney hayvanlarinda BLM ile uyarilan pulmoner fibrozun daha az seviyelerde
oldugu ortaya konulmustur (125). Yapilan baska bir calismada SSk hastalarinda IL-
17°nin deri fibroblastlarindan monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, IL-8, matrix
metalloproteinaz-1 sentezini uyardig1 goriilmiistiir (126). Diger taraftan IL-17’nin
insanlarda pro-inflamatuar ve anti-fibrotik gibi dual bir etkiye sahip oldugunu iddia
eden yayinlarda bulunmaktadir (127).

Calismamizda BLM ile olusturulan skleroderma modelinde sekukinumab

tedavisi ile dermal kalinlik, inflamasyon ve fibrozun azaldigi goriilmiistiir. Bu
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etkinin olas1 mekanizmasi IL-17’nin fibroblast, endotel hiicre ve diiz kas hiicresi
tizerinden artmis pro-inflamatuar sitokin dilizeyleri, matrix metalloproteinaz artisi,
myofibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezinde artis gibi etkilerinin
sekukinumab tedavisi ile baskilanmas1 sonucu olabilir.

Ayrica fibroblastlarin proliferasyonundan sorumlu tutulan bir diger yolak
mTOR aktivasyonudur. SSk tanili hastalarda fibroblastlardaki fosforile mTOR
diizeyleri artmis olarak bulunmustur. mTOR inhibisyonu ile fibroblastlarin
baskilandig1 gosterilmistir. SSk tanili hastalarda mTOR aktivasyonu ile
fibroblastlardan sentezlenen kollajen iiretiminin arttig1 saptanmistir (128-130). Zhu
ve ark. (18) tarafindan yapilan calismada SSk tanili hastalarda fibroblastlardaki
fosforile mTOR diizeyleri artmis olarak bulunmustur.

Yapilan bagka bir c¢alismada mTOR inhibisyonu ile fibroblastlarin
baskilandig1 gosterilmistir (131). SSk tanili hastalar {izerinde yapilan bir ¢aligmada
mTOR aktivasyonu ile fibroblastlardan sentezlenen kollajen {iretiminin arttig
saptanmistir (132). Yoshizaki ve ark. (133) tarafindan yapilan ¢calismada deneysel
skleroderma modelinde rapamisin ile mTOR inhibisyonu sonrasinda deri
fibrozunun azalmis oldugu gosterilmistir. Yapilan deneysel bir ¢aligmada oral
verilen metforminin radyasyon ile uyarilan dermal fibrozu baskiladigi saptanmistir
(134).

mTOR yolagi ayrica T hiicrelerinin aktivasyonunda ve farklilasmasinda da
rol oynamaktadir. mTOR aktivasyonu Th17 aktivasyonuna yol agar ve Th17/Treg
dengesini Th17 yolagina kaydirir. mTOR inhibisyonu ile Treg yolag1 baskin hale
gecer (95). Yapilan bir ¢alismada metformin tedavisinin IL-17 diizeyini azalttig1,

Treg sayisimi artirdigi saptanmistir (103). Bu veriler Th17 yolagt ve iligkili
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yolaklarin SSk patogenezinde ve tedavisinde 6nemli bir hedef konumunda
oldugunu gostermektedir. Yaptifimiz ¢alismada metformin tedavisi ile dermal
kalinlik diizeyinde anlamli azalma saptanirken inflamatuar hiicre infiltrasyonunda
parsiyel bir azalma olmustur. Bu etki metformin tedavisinin mTOR inhibisyonu
tizerinden fibroblast proliferasyonunu daha fazla baskilamasi ile iliskili olabilir.
Calismamizda kullanilan metformin dozu inflamasyon yolaginda kismi bir
baskilamaya neden oldugundan anti-inflamatuar etki icin daha fazla dozda
metformin tedavisine gerek oldugu diisiiniilebilir.

Kanser, ateroskleroz gibi hastaliklarin patogenezinde CXCL4’iin
antianjiyogenik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, CXCL4’ilin endotelyal
hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezin inhibisyonu, monosit aktivasyonu, T-hiicresi
aktivasyonu ve kemotaksis etkiler de dahil olmak iizere ¢cok sayida biyolojik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte CXCL4 heparin baglanmasi ve
notralizasyonu ile heparinin kullanilabilirligini smirlayarak prokoagiilan bir etki
gosterebildigi gibi trombomodiiline baglanma ile protein C aktivasyonunu
kolaylastirarak antikoagiilan etki gosterebilir (135).

Bununla birlikte SSk’li hastalarda plazma CXCL4 diizeylerinin saglikli
kontrollere goére artmis oldugu saptanmistir. Ayrica CXCL4 diizeyleri deri ve
akciger fibrozu ile iliskili olarak bulunmustur. Proteomik ¢alismalarda CXCL4’iin
biiyliik Olclide SSk hastalarindan alinan pDH’ler tarafindan iiretildigi tespit
edilmistir. SSk hastalarinin cildinde CXCL4 ile birlikte lokalize olan artan sayida
pDH olmasi, pDH’lerin ayn1 zamanda etkilenen dokuda CXCL4’{in ana kaynagi
oldugunu gostermektedir (136-139). Ayn1 zamanda, CXCL4’{in Toll-like reseptor-

9 ile uyarilan pDH’lerde IFN-a tiretimini indikledigi gdsterilmistir (136). Yakin
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zamanda yapilan bir baska ¢alismada, pDH’lerin SSk hastalarinin cildine infiltre
oldugu ve yliksek miktarlarda CXCL4 ve IFN-a salgiladigr dogrulanmistir (140).
Ustelik, CXCL4’iin pDH’lerin Toll-like reseptdr-8 ve Toll-like reseptdr-9
aktivasyonunu gii¢lendirdigi gosterilmistir (140). BLM ile olusturulmus SSk fare
modelinde, pDH’lerin azaltilmasi, deri ve akciger fibrozunu hafifletmis ve SSk
patogenezinde pDH’lerin 6nemini vurgulamistir (13). CXCL4 knock out fareler
kullanilarak yapilan bir ¢alismada CXCL4’{in endotel hiicreleri ve fibroblastlari
etkileyerek deride, akcigerlerde ve kalpte fibroz gelisiminde 6nemli rolii oldugu
gosterilmistir (141).

Yapilan bir calismada CXCL4’lin SSk’de endotelyal hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve c-Abl/Fli-1 sinyal yolu yoluyla tiip olusumunu inhibe ederek anti-
anjiyogenez etkiler gosterdigi bulunmustur (75). Ayrica CXCL4’iin SSk’de TGF-f3
ve platelet kaynakli biiyiime faktorii yolu ile indiiklenen anjiyogenez iizerinde
antagonistik etki yaptig1r gosterilmistir (75). Bununla birlikte SSk ve ¢ok erken
skleroderma hastalarinda serum CXCL4 diizeylerinin 6nemli dlglide arttigi
gosterilmistir (136). SSk’li hastalarda CXCL4 diizeylerinin pulmoner hipertansiyon
ile iligkili oldugu bulunmustur (136). Bu veriler SSk’nin vaskiilopati patogenezide
CXCL4’lin 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte CXCL4’iin Th17 yolagini uyardig1 ve IL-17 diizeyleri ile
pozitif korele oldugu saptanmustir. Literatiirde celiskili sonuclar bulunmakla
birlikte IL-17’nin dendritik hiicreleri stimiile ettigi gosterilmistir. Bu uyar1 dendritik
hiicrelerden saliman CXCL4 diizeylerini artirabilir (8, 142). Yapilan deneysel
calismada CXCL4 asir1 ekspresyonu ile BLM ile uyarilan fibrozun siddetlendigi

gozlenirken anti-CXCL4 antikoru ile fibrozun diizeldigi gosterilmistir (141).
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Tim bu gelismeler 1s181nda SSk tanili hastalarda CXCL4 diizeylerinin
yiiksek oldugu saptanmissa da CXCL4’lin SSk patogenezindeki yeri heniiz tam
olarak anlasilamamustir.

Yaptigimiz c¢alismada da literature benzer sekilde BLM ile olusturulan
skleroderma modelinde serum ve doku CXCL4 diizeyi artmistir. IL-17A’ya segici
olarak baglanan sekukinumab uygulanan farelerde ise doku CXCL4 diizeyleri,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroz azalmistir. Bu bulgu IL-17’nin CXCL4’{in
salimimini uyarabildigini ve CXCL4 ile IL-17 arasinda pozitif bir etkilesim
oldugunu dogrulayabilir. Metformin tedavisi uygulanan farelerde benzer sekilde
doku CXCL4 diizeyleri, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroz azalmistir.
Metformin tedavisi mTOR yolag: lizerinden IL-17 inhibisyonu sonucu CXCL4’i
baskilamis olabilir ve bu etki {izerinden anti-fibrotik etkilerin ortaya ¢iktigi
diistiniilebilir.

Yag dokusunun en biiyilkk endokrin dokulardan biri olduguna
inanilmaktadir. Yag dokusu, cilt homeostazinin saglanmasinda ©onemli rol
oynamaktadir (143). Dermal fibroz gelisiminden 6nce intradermal yag dokusunun
bozuldugu saptanmistir. Ayrica yag dokusunun fibroblast kaynagi olabilecegi ve
boylece kollajen iiretimi artarak fibroz siirecine katkida bulundugu
distiniilmektedir (144).

Yag dokusundaki adipositler tarafindan salgilanan hiicre sinyal
proteinlerine adipokin ad1 verilmektedir. Adipokinler, homojen olmayan bir protein
grubudur. Adipokinlerin immiin yanit1 modiile ettigi kabul edilmektedir ve bugiine
kadar her iki sistem arasinda karsilikli bagimlilik bildirilmistir (145). Adipokinler,

CD4+, CD8+ T lenfositleri ve Th17 hiicrelerinin birikmesi ve farklilagmasi ile
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sonuglanan bir¢cok bagisiklik hiicresinin aktivasyonunu ve diizenlenmesini etkiler
(146). Ormnegin Leptin ve resistin adipokinlerinin patojenik Th17 cevabin
indiikledigi gosterilmistir (147, 148).

Adipokin olan kimerin, agirlikli olarak yag dokusu ve derinin bazal ve
suprabazal katmanlarindaki keratinositler tarafindan salgilanan otokrin ve parakrin
etkileri olan, immiinomodiilatér bir proteindir (79). Kimerin, sistemik skleroz,
romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve psoriasis hastaligindaki inflamatuar
siireglerle iliskilendirilmektedir. Kimerin reseptorii (ChemR23) endotel
hiicrelerinin yiizeyinde lokalizedir ve ekspresyonu TNF-a, IL-1 ve IL-6 tarafindan
diizenlenir. ChemR23 yoluyla sinyal transdiiksiyonunda yer alan sinyal yolaklari,
endotelyal hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu uyararak endotelyal bariyer
disfonksiyonuna yol agmaktadirlar (149). Serum proteazlar, makrofajlara baglanan
ve pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve IFN-y) salgilanmasini uyaran farkli
izoformlarin olusumuyla sonuglanan kimerini pargalama yetenegine sahiptir.
Ayrica, bu kimerin izoformlari, pDH’ler ve naturel killer hiicrelerini uyariyor gibi
goriinmektedir. pDH’ler patojenlerle savasir, ancak cilt lezyonlarinda inflamasyonu
siddetlendirebilir ve SSk hastalarinda fibroz ile iliskilendirilmistir (150). Ayrica,
psoriazis gibi diger kutanéz hastaliklarda, lezyonlu ciltte, ayni hastalarin
etkilenmemis cildine oranla kimerin mRNA seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir
(151). Muhtemel mekanizma, inflamatuar hiicrelerin potansiyel ¢ekiciligine neden
olan kimerin birikimini igerir. Adalimumab ile tedavi edilen romatoid artrit
hastalarinda hastalik aktivitesinin azalmasi ve pro-inflamatuar sitokin seviyeleri ile
baglantili olan kimerin diizeyinin azalmasi kimerinin pro-inflamatuar etkisini

dogrulamaktadir (152). Bununla birlikte, SSk’li hastalarda serum kimerin diizeyi
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saglikl bireylere gore yiiksek olarak saptanmistir. Kimerinin, hastalik stiresi 1 yilin
altinda olan erken SSk hastalarinda cilt sklerozunun gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica, kimerin seviyesinin modifiye Rodnan deri skoru ile pozitif
korele oldugu bildirilmistir (85). Bununla birlikte, SSk hastalarinda serum kimerin
diizeyi ile dijital iilserlerin varlig1 arasinda iligki rapor edilmistir (85). Ayrica artmis
kimerin diizeyinin bobrek fonksiyon bozuklugu riski ile iliskili oldugu saptanmistir
(153).

Yapilan bir ¢alismada kimerin diizeyinin SSk’de hastalik siiresi ile pozitif
korele oldugu saptanmistir. Ayrica kimerin diizeyi SSk’de dermal fibroblastlarda
azalmisken damar duvarinda artmis olarak bulunmustur (84, 154). Vermi ve ark.
(155) yaptiklar1 calismada lupus eritematéz deri lezyonlarinda, dermal kan
damarlarinin endotelinde ve sekonder lenfoid organlarin yiliksek endotel venlerinde
kimerinin eksprese oldugunu gostermislerdir. Ayrica kimerin ile diyabetes
mellitusun uzun siireli vaskiiler komplikasyonlar1 arasinda iligki oldugu ileri
stiriilmiistiir (156).

Esteghamati ve ark. (157) tarafindan yapilan ¢alismada tip 2 diabetes

mellitus’lu  hastalarda metformin tedavisi ile kimerin diizeyinin azaldig1
saptanmigstir. Ayrica psoriazis hastalarinda yapilan ¢alismada IL-17’1 notralize eden
sekukinumab tedavisi ile kimerin diizeyinin istatiksel olarak degismedigi
gosterilmistir (158).

Diger taraftan bazi ¢aligmalarda kimerinin anti-inflamatuar etkilere sahip
oldugu bildirilmistir. Cash ve ark. (14) tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada
kimerinin CMKLR1 aracilig1 pro-inflamatuar mediator ekspresyonunda eszamanl

bir azalma ile anti-inflamatuar aktivite gosterdigi saptanmistir.
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Yaptigimiz calismada BLM ile olusturulan skleroderma modelinde serum
ve doku kimerin diizeyi artmistir. Sekukinumab uygulanan farelerde ise literatiire
benzer sekilde serum ve doku kimerin diizeyleri belirgin olarak azalmamustir, ancak
dermal kalinlik, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroz azalmistir. Bu veriler
kimerinin SSk’de inflamasyon ve fibroz siiregleri ile olan etkisinin IL-17 yolagi
tizerinden olmadigin1 veya daha zayif iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Metformin tedavisi uygulanan farelerde doku kimerin diizeyi ve dermal kalinlik
azalmistir. Metforminin, AMPK {izerinden farkli yolaklarin etkilenmesi, niikleer
faktor kappa B sinyali, ¢coklu mitojenle aktive olan protein kinaz yollari, reaktif
oksijen tiirlerinin iiretiminin azaltilmasi ve JAK-STAT yolaginin inhibisyonu gibi
farkli mekanizmalar tizerinden doku kimerin diizeylerinde azalmaya neden oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug olarak CXCL4 ve kimerin, SSk patogenezinde kompleks bir sekilde
farkli yolaklar ile iliskili olabilir. Calismamizin sonuglart CXCL4’{in IL-17 yolag1
ile iliskili oldugunu gosterirken, serum kimerin diizeylerinin IL-17 yolag: ile daha
zayif iliskili oldugunu veya olmadigimni desteklemektedir. Bu bulgular bize
heterojen klinik bulgulara sahip SSk hastalarinin tedavilerine vermis olduklari
yanitlarin neden farkli oldugunu agiklayabilir. Bu a¢idan CXCL4 ve kimerin
diizeyleri SSk hastalarinda inflamasyon, vaskiilopati ve fibroza yonelik tedavi
seciminde yol gosterici olabilir. Bu veriler 1s18inda literatiire 6nemli katkilar
yapacagi diisiiniilmektedir. Ancak bu biyomarkerlarin SSk patogenezi ile iligkisi ve
tedavideki yerinin belirlenmesi i¢in daha detayli molekiiler analizlerin yapildigi

klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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