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1. ÖZET 

Sistemik skleroz (SSk) patogenezi net olarak bilinmeyen kronik, otoimmün 

hastalıktır. Sekukinumab, interlökin (IL)-17A’ya bağlanarak etki eden bir 

monoklonal antikordur. Metformin pleiotropik etkileri olan oral anti-diyabetik bir 

ilaçtır. CXCL4 ve chemerin (kimerin) SSk’de inflamasyon ve fibroz süreçlerinde 

rol aldığı düşünülen kemokin ve adipositokindir. Çalışmamızın amacı, deneysel 

skleroderma modelinde serum ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin 

moleküllerinin düzeylerini ve sekukinumab ve metformin tedavilerinin bu 

moleküller üzerindeki etkilerini belirlemektir. 

Çalışmada kullanılan deney hayvanları 40 adet Balb/c dişi farelerden 

oluşturuldu. Çalışma için bu hayvanlardan alınan serum ve deri dokuları kullanıldı. 

4 grup olacak şekilde fareler gruplandırıldı. 4 hafta süre ile her gün, subkutan (sc) 

olarak 100 μl fosfatla tamponlanmış salin (FTS) kontrol grubundaki farelere, 100 

μg BLM (100 μl FTS içerisinde) diğer gruptaki farelere uygulandı. Haftada bir sc 

olarak 10 mg/kg dozunda sekukinumab 3. gruptaki farelere; günlük 50 mg/kg 

metformin (oral) 28 gün boyunca 4. grup farelere uygulandı. 4. hafta sonunda 

gruplardaki farelerin hepsi sakrifiye edilerek analizler için doku örnekleri alındı. 

Histopatolojik analizlerle birlikte, serum ve doku CXCL4 ile kimerin düzeyleri 

ELISA yöntemi kullanılarak belirlendi. 

Yapılan BLM enjeksiyonları dermal fibroza neden oldu. Ek olarak, BLM 

grubunda serum ve doku CXCL4 ile kimerin düzeyleri arttı. Sekukinumab ve 

metformin tedavisi ile dermal kalınlık, doku CXCL4 ve kimerin düzeyleri azaldı. 

Sonuç olarak, CXCL4 ve kimerin SSk fibrotik süreç ve anti-fibrotik 

tedavilerin değerlendirilmesinde hedef biyomarker olabilirler. 

Anahtar Kelimeler: Deneysel skleroderma, CXCL4, kimerin, 

sekukinumab, metformin 
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2. ABSTRACT 

THE EFFECTS OF SECUKINUMAB AND METFORMIN 

THERAPY ON CXCL4 AND KİMERİN 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 μl of phosphate-buffered 

saline (FTS) was administered subcutaneously (sc) to the mice in the control group, 

and 100 μg of BLM (in 100 μl 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 CXCL4 and kimerin levels were increased in the BLM group. With  
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secukinumab and metformin treatment, dermal thickness, tissue CXL4 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.
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3. GİRİŞ 

Sistemik skleroz (SSk) (skleroderma) sistemik tutulumla karakterize 

otoimmün bir bağ dokusu hastalığı olup özellikle deri ve akciğer sistemlerini 

etkilemektedir. En sık görüldüğü yaş aralığı 30-50’dir (1,2). SSk patogenezi net  

olarak bilinmemekte olup patogenezde T ve B hücreleri,   monosit/makrofaj ile 

fibroblastlar arasında olan kompleks ilişki üzerinde durulmaktadır. SSk dokularda 

mikrovasküler hasar ve inflamasyonla başlayıp progresif bir seyirle fibroza kadar 

ilerlemektedir. (3-5).  

Kemokin C-X-C motif ligand 4 (CXCL4) (platelet faktör-4 olarak da bilinir) 

megakaryosit ve plazmositoid dendritik hücreler (pDH) tarafından salgılanan güçlü 

antianjiyogenik özelliklere sahip bir kemokindir (6,7). CXCL4 T helper (Th) 

hücrelerinin farklılaşmasında, çoğalmasında önemli bir düzenleyici rol 

oynamaktadır. CXCL4’ün Th17 yolağını uyardığı ve IL-17 düzeyleri ile pozitif 

korele olduğu saptanmıştır (8,9).   

Kimerin adipoz dokudan salgılanan, parakrin ve otokrin etkileri olan bir 

kemotaktik proteindir. pDH ve makrofajlarda eksprese edilir, makrofaj ve 

monositler için kemoatraktan olarak etkisini göstermektedir (10-12). Kimerin 

makrofaj ve inflamatuar sitokinler üzerinden inflamasyon sürecine katkıda 

bulunmaktadır. Ayrıca kimerinin fibroblastların adiposit hücrelerine farklılaşması 

ile bağlantılı olduğu gösterilmiştir (13, 14).   

Sekukinumab IL-17A’yı hedef alıp birçok hücre tipinde bulunan IL-17 

reseptörü ile etkileşimini inhibe ederek etki gösterir. Sekukinumab sonuç olarak 

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



5  

Metformin diyabet tedavisinde kullanılan bir tedavi ajanıdır. Etkilerini 

adenozin mono fosfat protein kinaz (AMPK) enziminin aktivasyonu ile gösterir. 

Metformin ayrıca mammalian target of rapamycin (mTOR)’u inhibe etmektedir 

(17). mTOR ise Th17/Treg hücrelerinin balansını Th17 yolağına doğru değiştirerek 

inflamasyonun başlatılmasında rol oynar (18, 19).  

Skleroderma hayvan modelleri, patojenik mekanizmaların ve tedavi 

seçeneklerinin araştırılmasında önemli aracılardır. Deneysel skleroderma modelleri 

Tablo 1’de gösterilmiştir (20). Bunlar içerisinde Bleomisin (BLM) ile oluşturan 

deneysel skleroderma modeli sıklıkla kullanılmaktadır. Kemoterapötik bir ajan olan 

BLM, tümör hücrelerinde tek ve çift sarmallı deoksiribonükleik asit (DNA) 

kırıklarına neden olarak hücre siklusunu bloke etmektedir. Bu etkisini, hidroksil ve 

süperoksit radikallerinin üretimine yol açarak göstermektedir. Serbest radikallerin 

normalden fazla üretimi ve immün sistem ile ilişkili olarak fibroblastların 

aktivasyonu ve fibroza yol açan inflamatuar bir süreç başlamaktadır (21).  

Tablo 1. Deneysel skleroderma modelleri 

Bleomisin ile indüklenmiş fibroz 

Hipokloröz asit ile indüklenmiş fibroz 

Topoizomeraz-I ve komplet Freund's adjuvan ile indüklenmiş fibroz 

Sklerodermatöz Graft-versus-Host Hastalığı 

Genetik modeller 

 

Bu çalışmada BLM ile oluşturulan deneysel skleroderma modelinde serum 

ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin moleküllerinin değişimi ile sekukinumab 

ve metformin tedavilerinin bu moleküller üzerinde olan etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. 
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3.1. Genel Bilgiler 

3.1.1. Sistemik Skleroz 

Başlıca deri ve akciğer olmak üzere tüm sistemleri etkileyebilen SSk 

vaskülopati, ekstraselüler matriks birikimi, fibroz ile karakterize, kronik ve 

otoimmün inflamatuar bir hastalıktır. Hastalığın en önemli bulgusu erken 

dönemlerde görülen Raynaud fenomeni (RF) ile birlikte ilerleyen dönemlerde 

görülen deride kalınlaşma ve sertleşme ile karakterize deri fibrozudur (1, 2). 

3.1.1.1. Tanı ve Sınıflama  

Sistemik sklerozun erken tanınması ve erken tedavi edilebilmesi amacıyla 

çeşitli sınıflandırma kriterleri oluşturulmuştur. İlk olarak 1980 yılında American 

College of Rheumatology tarafından sınıflandırma kriterleri oluşturulmuştur. 

Ancak erken dönem SSk’lı hastalar için tanı koymadaki sensitivitesi düşük olması 

nedeniyle, American College of Rheumatology /European League Against 

Rheumatism 2013 yılında yeni sınıflandırma kriterleri yayınlamıştır  (22, 23). 

3.1.1.2. Epidemiyoloji 

Nadir olması nedeniyle, SSk için epidemiyolojik veriler azdır ve çeşitli 

çalışmalarda bildirilen insidans ve prevalans yapılan tanımlamaya ve coğrafik 

özelliklere göre değişkenlik göstermektedir. Prevalansı yaklaşık milyonda 250-600 

arasında iken, insidansı milyonda 11-21’dir. Kadınlarda 3-5 kat daha sık 

görülmektedir (1, 24, 25). 
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3.1.1.3. Etiyoloji  

Sistemik sklerozun etiyolojisine yönelik araştırmalar devam etmekle 

birlikte halen tam olarak anlaşılamamıştır. Genetik faktörler altında çeşitli çevresel 

faktörlerin SSk gelişimine katkıda bulunduğu düşünülmektedir.  

Sistemik sklerozda ailesel kümelenme ve SSk’li hastaların aile üyelerinde 

başka otoimmün hastalıkların görülmesi etiyolojide genetik faktörlerin rol aldığını 

düşündürmektedir. Genom boyu ilişkilendirme çalışmaları, majör doku uygunluk 

kompleksi molekülleri genetik bölgesinin SSk ile ilişkisini doğrulamıştır. İnsan 

lökosit antijeni (HLA) DR beta (DRB)1*1602, DRB1*1104, DQ alfa 

(DQA)1*0501 ve DQB1*0301 gibi spesifik bazı HLA lokuslarının SSk ile ilişkisi 

bilinmektedir. Ayrıca, signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4) 

protein, tyrosine phosphatase non-receptor type 22 ve interferon regulatory factor 

5 gibi HLA dışı lokuslar da SSk etiyolojisinde suçlanmıştır (26-28). 

Genetik faktörler dışında enfeksiyöz ajanlar (Sitomegalovirüs, Epstein Bar 

virus ve Parvovirus B19) ve kimyasal maddeler (Bleomisin, Benzen, Toluen, 

Silikon, Silikoz, L-Triptofan, Trikloroetilen, Polivinil Klorür) gibi çevresel 

faktörler SSk etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadır. Sigara içmek etiyolojide 

suçlansa da risk faktörü olduğu yönünde veriler yetersizdir (29, 30).  

Fetal hücreler plasentayı geçerek annenin kan ya da dokularında saptanabilir 

bu durum mikrokimerizm olarak tanımlanmıştır. SSk etiyolojisinde suçlanan 

hipotezlerden biride mikrokimerizm etkisiyle, annede oluşan graft-versus-host 

reaksiyonu sonucu skleroderma klinik özelliklerin ortaya çıkmasıdır (31). 
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3.1.1.4. Patogenez 

Sistemik skleroz patogenezi oldukça kompleks olmakla birlikte genetik 

zemini yatkın olan bireylerde vaskülopati, immün aktivasyon ve doku fibrozu 

gelişmesi hastalığın en belirgin özelliğidir (Şekil 1). Preklinik dönemde görülebilen 

RF vaskülopatinin habercisidir. Bununla birlikte telenjiektazi, dijital ülser, renal 

kriz ve pulmoner hipertansiyon SSk’de vaskülopati varlığının klinik kanıtlarıdır. 

Vaskülopati virüsler, çevresel faktörler, otoantikorlar, proteolitik enzimler ve 

sitokinler dahil olmak üzere çeşitli faktörler tarafından tetiklenebilir. Vasküler 

hasar sonrası endotel hücre aktivasyonu ve takiben sitokinler ve adezyon 

molekülleri aracılığı ile inflamatuar hücrelerin adezyonu ve migrasyonu 

gerçekleşir. Ayrıca aktif endotel hücrelerinden salgılanan endotelin-1 etkisi ile 

vazokonstriksiyon, lökositlerin adezyonu ve vasküler düz kas hücrelerin 

proliferasyonu tetiklenir. Bununla birlikte endotel hücreleri mezenkimal hücrelere 

dönüşür ve böylece vazodilatasyon mekanizmaları bozulur. Diğer taraftan aktive 

trombositler tarafından tromboksan-A2, platelet kaynaklı büyüme faktörü ve TGF-

beta(β) salgılanır ve böylece pıhtılaşma, tromboz, vazokonstriksiyon ve fibroblast 

aktivasyonu gerçekleşir. Sonuçta, vasküler hasar sonunda kronik doku hipoksisi, 

artmış oksidatif stres, azalmış anjiyogenez ve yaygın mikroanjiyopati ile birlikte 

kompansatuar vasküler onarım mekanizması bozulmaktadır (1, 30, 32). 

Doğal ve kazanılmış immün sistem düzensizliği ile oluşan immün 

aktivasyon ve inflamasyon SSk’nin patogenezinde merkezi bir rol oynamaktadır. 

Özellikle T hücrelerinin SSk patogenezinde önemli rol oynadığı bilinmektedir. 

Th1/Th2 dengesinde Th2 lehine bozulma sonucu TGF-β, IL-4, IL-5, IL-13 gibi pro-

fibrotik sitokinler artar ve interferon-γ gibi anti-fibrotik sitokinler azalır sonuçta 
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artan kollajen sentezi ve miyofibroblast farklılaşması ile daha fazla fibroz oluşur (4, 

5, 32). Diğer taraftan T ve B lenfositler arasındaki kompleks ilişki sonrası fibrojenik 

fibroblast hücreler oluşur (98). 

Vaskülopati ve otoimmüniteye bağlı inflamasyon sonucu, mezenkimal 

hücre farklılaşması ve aktivasyonu, hücre dışı matriks birikimi, kontrolsüz 

fibroblast aktivasyonu ile doku fibrozu oluşmaktadır (30, 32).  

Sonuçta, SSk patogenezinde T ve B hücreleri, monosit/makrofaj ile 

fibroblastlar arasında olan kompleks bir ilişki üzerinde durulmaktadır. Bu hücreler 

normalde denge içerisinde çalışmaktadır. Hastalığın tipine ve evresine göre bu 

denge SSk’de bozulmaktadır. Patogenezin bu kompleks yapısı immün cevabın 

dinamik olmasından kaynaklanmaktadır. Endotelyal hücre aktivasyonu ve 

proliferasyonu, fibroblastik hücreye dönüşümü, neovaskülarizasyon ve 

ekstraselüler matriks üretimindeki artışın patogenik sürece katkı yaptığı 

düşünülmektedir (33). 

 

 

Şekil 1. Sistemik skleroz patogenezinde sorumlu tutulan mekanizmalar 
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3.1.1.5. Klinik Bulgular 

Raynaud fenomeni 

Raynaud fenomeni çoğu zaman SSk’nin ilk klinik bulgusudur. Soğuk ve 

stres gibi bazı kolaylaştırıcı faktörlerle vazospazm gerçekleşir sonuçta trifazik renk 

değişikliği oluşur. Bu tablo daha yaygın olarak üst ekstremitelerde olmak üzere 

parmaklarda görülmektedir. Bu değişiklikler dilde, burunda ve kulakta görülebilir. 

Bununla birlikte soğukla ortaya çıkan RF nadiren koroner, pulmoner ve renal 

damarlarda görülebilir. Vazospazma bağlı gelişen iskemik değişiklikler başlangıçta 

iyi sınırlı beyaz renk değişikliği ile solukluk, daha sonra deoksijenizasyona bağlı 

koyu mavimsi renk değişikliği, daha sonra reaktif hiperemi ile birlikte kırmızı renk 

değişikliğine yol açar. Tüm hastalarda bu üç faz görülmeyebilir. RF sınırlı kutanöz 

SSk’de viseral tutulumdan birkaç yıl önce görülebilir, ancak diffüz kutanöz SSk’de 

aynı anda veya cilt değişikliklerinden kısa bir zaman sonra ortaya çıkabilir. RF 

progresif seyrederek dijital pitting, dijital ülser ve doku kayıplarına neden olabilir 

(34, 35).  

Deri bulguları 

Sistemik sklerozun en sık saptanan klinik bulgularından biri deri 

tutulumudur. Dirsek ve diz distalindeki deri tutulumu lokalize kutanöz SSk olarak 

sınıflandırılırken, dirsek veya diz proksimalindeki deri tutulumu ve/veya gövde 

tutulumu diffüz kutanöz SSk (DkSSk) olarak sınıflandırılır. Deri tutulumu 

inflamasyon (ödematöz), fibrotik ve atrofik evrelerden oluşmaktadır. İnflamasyon 

evresi ellerde çukurlaşmayan ödem ile ilişkilidir ve birkaç ay sürebilir. Ödem 

sonucu kompresyon nöropatileri gibi bası bulguları görülebilir. Kaşıntı, yanma 

ağrısı ve eritem yaygındır. Bu başlangıç evresinde progresif bir şekilde cilt 
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kalınlaşmaya başlar ve takiben fibrotik evre sonucunda fibroz gelişir. Fibrotik 

süreçte, sklerodaktili olarak tanımlanan metakarpofalangeal ve metatarsofalangeal 

eklemlerin distalinde derideki kalınlaşma ve sertlik proksimale doğru 

ilerlemektedir. Yüz tutulumu ağız açıklığında azalmaya neden olabilir. 

Depigmentasyon alanları nedeniyle deride tipik olarak tuz-biber görünümü 

saptanabilir. Eklemlerin ekstansör yüzeylerinde travma ile ilişkili alanlarda 

kalsiyum hidroksiapatit depolanması sonucu subkutan kalsinoz gelişebilir. 

Kalsinoz, deri ülserleri ve sekonder enfeksiyonlara yol açabilir. Hastalığın ilerleyen 

yıllarında özellikle üst kollar ve gövde derisi, altta yatan subkutan doku halen 

fibrotik olmasına rağmen sertleşmede azalma ve klinik olarak normal cilde 

dönmeye başlayabilir.  

Yüzde, mukozal yüzeylerde, ellerde ve bazen de gövdede kılcal damarların 

genişlemesine bağlı olarak telenjiektaziler görülebilir. Telenjiektaziler hastalık 

ilerdikçe artabilirler ve bu hastalarda pulmoner arteryel hipertansiyon gelişme 

ihtimalinin daha yüksek olduğu düşünülmektedir (1, 36-38).  

Eklem bulguları 

Artralji ve miyalji sıklıkla bulunur. Romatoid artritte olduğu gibi proksimal 

interfalangeal, metakarpofalangeal, el ve ayak bileği eklemlerinde sinovit ve 

inflamatuar artrit görülebilir. Ancak erozyon nadirdir. Hastalığın geç evrelerinde 

distal kemik rezorpsiyonu ve osteoliz görülebilir. Eklem kontraktürleri görülebilir. 

Tendon kılıfının inflamasyonu ve fibroza bağlı tendon sürtünme sesi, özellikle 

DkSSk'nin yaklaşık %30'unda görülebilir. Bunlar kötü prognoz ile ilişkilidir (39-

41). 
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Kas bulguları 

Sistemik skleroz hastalarının %10’unda polimiyozite benzer bir inflamatuar 

miyozit görülebilir. Ayrıca, SSk’li hastalarda, beslenme bozukluğu, eklem 

tutulumu ve deri fibrozu nedeniyle kas gücünde azalma görülebilir. SSk’de 

doğrudan kas tutulumu nedeniyle kas fibrozu ve atrofiye yol açan fibrozan miyopati 

de görülebilir (41, 42).  

Gastrointestinal bulgular 

Sistemik sklerozda gastrointestinal sistem tutulumu sıklıkla görülmektedir. 

Ağız boşluğundan anüse kadar her yer tutulabilir. Düz kas fibrozu gastrointestinal 

sistem tutulumunun önemli bir özelliğidir. Azalmış ağız açıklığı, kserostomi ve diş 

eti iltihabı gibi orofaringeal tutulum bulguları görülebilir. Gastroözefageal reflü 

hastalığı, özofagusta dismotilite, azalmış alt özofagus sfinkter basıncı ve gastrik 

boşalmada gecikme olması nedeniyle SSk hastalarında görülen ciddi bir sorundur. 

Dispepsi, erken doyma, bulantı, kusma ve anoreksiye yol açabilen gastroparezi gibi 

mide bulguları görülebilir. Gastrik telenjiektazilerin bir sonucu olarak görülen 

gastrik antral vasküler ektazi gastrointestinal kanamaya yol açabilir. Hastalığın ince 

barsak motilite bozukluğu aşırı bakteri çoğalmasına neden olur bu durum 

sonucunda diyare, malabsorbsiyon veya psödoobstrüksiyon oluşabilir. SSk 

hastalarında şiddetli kabızlık özellikle kolon ve anal tutuluma bağlı olarak gözlenir. 

Kolonik tutulumda, mukozal müsküler atrofisine bağlı geniş ağızlı divertikül ve 

megakolon görülebilir. Anorektal kapasite, azalmış motilite, kompliyans ve sfinkter 

basıncı sonucunda rektal prolapsus ve fekal inkontinans SSk hastalarında görülen 

önemli gastrointestinal sistem sorunlarıdır (1, 43-45).  
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Akciğer bulguları 

Pulmoner tutulum SSk’de mortalitenin en önemli nedenlerinden biridir. En 

sık görülen akciğer bulguları interstisyel akciğer hastalığı (İAH) ve pulmoner arteryel 

hipertansiyondur. Daha az görülen pulmoner belirtiler olarak obstrüktif hava yolu 

hastalığı, plörit, aspirasyon pnömonisi ve pulmoner hemoraji sayılabilir. SSk ilişkili 

İAH alveolar inflamasyon, epitel hasarı ve fibroblast aktivasyonu sonucu pulmoner 

interstisyumda kalınlaşma olarak tanımlanmıştır. İAH hastaların % 80’ninde 

görülmektedir. SSk hastalarında İAH gelişimi açısından risk faktörleri arasında 

anti-topoizomeraz I varlığı, erkek cinsiyet, Afro-Amerikan ırkı ve yaygın cilt 

tutulumu yer alır. SSk’de İAH respiratuar volümde ve difüzyon kapasitesinde 

azalma sonucunda akciğer fonksiyonlarında bozulmaya neden olmaktadır (46-48). 

Pulmoner arteryel hipertansiyon diğer yaygın pulmoner bulgudur. Pulmoner arteryel 

hipertansiyon genellikle hastalığın geç döneminde, ortalama 10 yıl sonra ortaya 

çıkar. SSk hastalarında %30 - %50 sıklıkta pulmoner arteryel hipertansiyon 

görülebilmektedir. Efor dispnesi, göğüs ağrısı ve alt ekstremitelerde ödem pulmoner 

arteryel hipertansiyon açısından klinik ipuçlarıdır. Bu tür hastalara ekokardiyografik 

değerlendirme ve gerekirse sağ kalp kateterizasyon yapılması önerilmektedir (1, 

49). 

Kardiyak bulgular 

Perikardit, perikardiyal efüzyon, dilate kardiyomiyopati ve aritmiler SSk 

hastalarında görülen kardiyak bulgulardır. Otopsi serilerinde hastaların çoğunda 

yamalı miyokardial fibroz saptanmıştır. Kardiyak bulgular kötü prognoz ile 

ilişkilendirilmiştir. Perikardiyal efüzyon DkSSk’de daha sıktır ve skleroderma renal 

krizi (SRK) için öngörücüdür (1, 50, 51).  
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Böbrek bulguları 

Anjiyotensin dönüştürücü enzim (ACE) inhibitörlerinin keşfinden önce 

SRK, SSk’de önde gelen ölüm nedeniydi. Hastaların yaklaşık %10’unda 

görülmektedir. Genellikle hastalığın ilk 3 yılında görülür. SRK gelişiminde Afro-

Amerikan ırkı, perikardiyal efüzyon, tendon sürtünme sesi, yeni başlangıçlı anemi, 

DkSSk, anti-RNA polimeraz III antikoru ve yüksek doz kortikosteroid kullanımı 

gibi birçok risk faktörü belirlenmiştir. Akut SRK gelişen hastalarda hızlı bir şekilde 

ortaya çıkan hipertansiyon ile birlikte akut böbrek yetmezliği görülmektedir. 

Mikroanjiyopati nedeniyle hemolitik anemi ve trombositopeni sıklıkla görülür. 

Ancak, kronik SRK’de renal fonksiyonlarda ılımlı azalma dışında klinik bulgu 

saptanmayabilir ve bu tablo yıllar sonra ortaya çıkabilir. Erkek cinsiyet, ileri yaşta 

başlangıç ve 3 mg/dL’den fazla serum kreatinin olması SRK için kötü prognoz 

göstergeleridir (1, 52-55).  

3.1.1.6. Tedavi 

Güncel olarak SSk tedavisinde henüz hastalığın doğal seyrini 

değiştirebilecek evrensel olarak kabul edilmiş tedavi edici bir ajan yoktur. Erken 

hastalık döneminde asemptomatik süreç, kompleks patogenez ve heterojenite tedavi 

başarısını etkileyen önemli sorunlardır (56). Tedavi etkilenen organın ve klinik 

bulguların varlığına göre yönetilmelidir. Ayrıca sağlıklı beslenme, düzenli egzersiz 

ve psikolojik destek gibi konularla ilgili hasta eğitimi yapılmalıdır (57). Bu 

ajanlardan herhangi birinin etkinliğini doğrulayan büyük randomize kontrollü 

çalışmaların genel bir eksikliği olmasına rağmen, çeşitli ajanlar SSk’nin çeşitli 

belirtileri için incelenmiştir. 
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Vaskülopati tedavisinde hastaların soğuk, stres, sigara ve vazokonstrüktör 

madde gibi tetikleyici faktörlerden kaçınmaları önemli basamaktır. RF tedavisinde 

vazodilatasyon yapan ilaçlar tercih edilmektedir. Bu amaçla topikal nitrogliserin, 

intravenöz (iv) prostaglandin analogları, kalsiyum kanal blokerleri, fosfodiesteraz 

tip 5 (PDE-5) inhibitörleri, ACE inhibitörleri ve anjiotensin reseptör blokerleri 

kullanılabilmektedir. Sempatektomiden çok ciddi vakalarda yararlanılabilir. Ayrıca 

yeni oluşan dijital ülserlerin sayısını azaltmak amacıyla endotelin reseptör 

antagonisti olan bosentan kullanılabilir (58-60). RF sıklığını azaltmak, iskemiyi 

azaltmak ve ülser oluşumunu önlemek bu süreçte en önemli tedavi hedeflerimizdir.  

Deri tutulumunda siklofosfamid, mikofenolat mofetil, metotreksat, 

azatioprin ve hidroksiklorokin gibi immünsupresif tedavi ajanları kullanılmaktadır. 

Hastalığın inflamatuar yükü ve progresyonuna göre karar verilmektedir. Ancak bu 

ilaçların deri fibrozundaki etkinliğine yönelik net bir veri yoktur. Kalsinoz 

tedavisinde warfarin, bifosfanat gibi çeşitli tedavi ajanları kullanılmış ancak etkin 

bir tedavi ajanı bulunmamaktadır (61).  

İnflamatuar artrit varlığında hidroksiklorokin, metotreksat gibi temel etkili 

antiromatizmal ilaçlarla tedavi edilebilir. Anti-TNF ajanlar, dirençli şiddetli 

inflamatuar artritte kullanılabilir. SSk’de inflamatuar miyozitin tedavisinde 

metotreksat ve azatioprin gibi immünsupresif ajanlar kullanılabilir (49). 

Sistemik skleroz ilişkili İAH tedavisinde siklofosfamid, mikofenolat 

mofetil, tosilizumab, rituksimab, azatioprin gibi immünsupresif tedaviler 

kullanılmaktadır. Ayrıca immünsupresif tedavilere rağmen ilerleyici olan 

hastalarda antifibrotik tedavi (nintedanib) kullanılabilir. Ancak bu tedavilerin 

başlatılması için kesin kriterler oluşturulmamıştır. SSk ilişkili pulmoner arteryel 
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hipertansiyon tedavisinde fosfodiesteraz-5 inhibitörleri (Sildenafil, Tadalafil), 

endotelin reseptör antagonistleri (Ambrisentan, Bosentan, Masitentan) ve/veya 

prostasiklin analogları (Epoprostenol, Treprostinil, Beraprost, İloprost) gibi 

vazodilatör tedaviler kullanılmaktadır. Monoterapide düzelme olmayan veya 

şiddetli pulmoner arteryel hipertansiyonu olan hastalarda kombinasyon tedavisi 

düşünülebilir (56, 62, 63). 

Güncel olarak, SSk ile ilişkili kardiyak tutulumda immünsupresif tedavi 

ajanlarının veya vazodilatör tedavisinin etkinliğine yönelik yeterli bir kanıt yoktur 

(64). 

Mide yanması ve reflü gibi gastroözofageal yakınmaları olan hastalarda, 

yatak başının yüksekte tutulması, baharatlı yiyeceklerden kaçınılması, az ve sık 

beslenme gibi yaşam tarzı ve diyet değişiklikleri önerilir. Şiddetli vakalarda, proton 

pompa inhibitörleri ile H2 blokerlerinin kombinasyonu düşünülebilir. 

Gastroparezisi olan hastalar proton pompa inhibitörlerine ek olarak metoklopramid 

gibi prokinetik ajanlar kullanılabilir. Özofagus darlıklarında periyodik endoskopik 

dilatasyonlar yapılabilir. Gastrik antral vasküler ektaziye sekonder kanaması olan 

hastalarda lazer koagülasyon düşünülmelidir. İnce bağırsakta aşırı bakteriyel 

çoğalma sendromu olan hastalarda antibiyotik tedavileri kullanılabilir (65, 66). 

Skleroderma renal kriz tedavisinde ACE inhibitörleri kullanılmaktadır. 

ACE inhibitörleri tolere edilen maksimum dozda kullanılmalıdır. Böbrek 

fonksiyonu başlangıçta azalmaya devam edebilir ancak ACE inhibitörüne devam 

edilmelidir. SRK önlenmesine yönelik proflaktik ACE kullanımı 

önerilmemektedir. Hastaların bir kısmı diyaliz veya böbrek transplantasyonu gibi 

istenmeyen durumlar ile sonuçlanabilir (49).  
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3.1.2. Platelet Faktör-4 

 Platelet faktör-4, 1955 yılında anti-heparin aktivitesine sahip bir trombosit 

protein olarak keşfedilmiştir (67). Embriyogenez, ateroskleroz, hematopoez, 

lökositlerin göçü, anjiyogenez, tümör büyümesi ve yayılması gibi çeşitli biyolojik 

süreçlerde görev alan, normal ve malign hücreler tarafından eksprese edilen ve 

salgılanan, 8-14 kDa’lık yaklaşık 50 küçük proteinden oluşan kemokin ailesine 

sahip bir proteindir. Kemokinler, moleküllerin amino terminal kısmındaki 

korunmuş sisteinler (C) tarafından tanımlanan moleküler yapıya bağlı olarak iki ana 

(CXC ve CC) ve iki küçük (C ve CX3C) alt gruba ayrılır. CXC alt grubu, 

çoğunlukla indüklenebilir ve pro-inflamatuar sitokinlerden oluşur. Ayrıca, tripeptid 

"ELF" (glu-leu-arg) motifi ELR-CXC veya non-ELR-CXC kemokinlerin varlığına 

veya yokluğuna göre sınıflandırılmaktadır (68-70). Platelet faktör 4, non-ELR-

CXC bir kemokindir ve güncel olarak kemokin C-X-C motif ligand 4 (CXCL4) 

olarak isimlendirilmektedir. Platelet faktör-4’ün kimyasal ve biyolojik yapısı şekil 

2 ve 3’de gösterilmiştir (71). 
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Şekil 2. Platelet faktör 4 (CXCL4)’ün kimyasal yapısı 

 

 

Şekil 3. Platelet faktör 4 (CXCL4)’ün biyolojik yapısı 

 

CXCL4, megakaryosit ve pDH tarafından salgılanan güçlü antianjiyogenik 

özelliklere sahip bir kemokindir. CXCL4, endotelyal hücrelerde ve aktive olmuş T-

lenfositlerde bulunan CXCR3B olarak bilinen CXCR3 G-protein kenetli kemokin 

reseptörünün bir ek varyantı ile bağlanır. Ayrıca, CXCL4 proteoglikanlar ve negatif 

yüklü moleküllere direkt olarak bağlanabilir (72, 73). Bununla birlikte SSk’li 

hastalarda, spesifik immün komplekslerdeki DNA’ya bağlanarak plazmasitoid 
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dendritik hücre (pDC) hiperaktivasyonuna ve CXCR3’ten bağımsız olarak 

inflamatuar sitokinlerin üretilmesine neden olduğu gösterilmiştir. CXCL4’ün 

endotelyal hücre migrasyon inhibisyonu, proliferasyon ve anjiyogenezin 

inhibisyonu, granülosit ve monosit aktivasyonu, naturel killer (NK) hücresi ve T-

hücresi aktivasyonu, farklılaşma ve kemotaksis etkiler de dahil olmak üzere çok 

sayıda biyolojik etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (74, 75). Ayrıca T hücreleri, 

monositler, dendritik hücreler gibi immün yolaklar üzerinde düzenleyici etkiye 

sahiptir. CXCL4 Th hücrelerinin farklılaşmasında, çoğalmasında düzenleyici rol 

oynamaktadır. Literatürde çelişkili sonuçlar bulunmakla birlikte CXCL4’ün Th17 

yolağını uyardığı ve IL-17 düzeyleri ile pozitif korele olduğu saptanmıştır. IL-

17’nin dendritik hücreleri stimüle ettiği gösterilmiştir. Bu uyarı dendritik 

hücrelerden salınan CXCL4 düzeylerini artırabilir (Şekil 4) (7-9). SSk’li hastalarda 

CXCL4 düzeylerinin deri fibrozu, akciğer fibrozu ve pulmoner hipertansiyon ile 

ilişkili olduğu bulunmuştur (75). SSk tanılı hastalarda CXCL4 düzeylerinin yüksek 

olduğu saptanmışsa da CXCL4’ün SSk patogenezindeki yeri henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır. Bu bulgular CXCL4’ün SSk’de vaskülopati ve fibroz ile ilişkili 

olduğunu düşündürmektedir. 
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Şekil 4. CXCL4 ve Th17 yolağı arasındaki ilişki 

3.1.3. Kimerin  

Kimerin adipoz dokudan salgılanan, lipoliz ve glukoz alımı gibi çeşitli 

otokrin ve obezite ile ilişkili inflamasyon gibi parakrin etkileri olan bir kemotaktik 

proteindir (76, 77). Glukoz homeostazı, inflamasyon ve birçok fizyolojik süreçle 

ilişkili olduğu bilinmektedir. pDH ve makrofajlarda eksprese edilir, makrofaj ve 

monositler için kemoatraktan olarak etkisini göstermekedir. Fare ve insan 

adipositlerinde yüksek düzeylerde eksprese edilen bir adipokindir. Ayrıca plasenta, 

karaciğer, akciğer, böbrek, beyaz ve kahverengi yağ dokusu, kas hücresi ve 

pankreas gibi birçok dokuda eksprese edilmektedir (78, 79). Kimerin, 163 amino 

asitten oluşan preprokimerin olarak sentezlenmektedir. Daha sonra 140 amino 

asitten oluşan inaktif form olan prokimerin olarak salgılanır. Katepsin G, elastaz ve 
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triptaz gibi bazı proteazlar tarafından C-terminalinin bölünmesi yoluyla terminal 

amino asitten yoksun farklı biyoaktif izoformları oluşmaktadır (Şekil 5) (79).  

 

Şekil 5. Kimerin izoformlarının sentezlenmesi 

En aktif formu kimerin 21-157 formu olarak bilinmektedir. Kimerin; 

kimerin benzeri reseptör 1 (CMKLR1 veya ChemR23), G protein-bağlı reseptör 1 

(GPR1) ve C-C kemokin reseptörü benzeri 2 (CCRL2) reseptörler aracılığıyla 

adipogenez, osteoklastogenez, anjiyogenez ve inflamatuar süreçler gibi çeşitli 

hücre tipleri üzerinde farklı etkiler göstermektedir (Şekil 6) (79, 80). 
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Şekil 6. Kimerinin metabolik etkileri 

Kimerin CMKLR1 aracılığıyla makrofajları ve inflamatuar sitokinleri 

uyararak inflamasyon gelişimine katkıda bulunmaktadır. Kimerinin obezite, 

sistolik kan basıncı, açlık serum insülini, HOMA-IR ve serum trigliserid düzeyi gibi 

çeşitli metabolik sendrom bileşenleriyle güçlü bir şekilde ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (81, 82). Ayrıca kimerinin adiposit ve fibroblast hücrelerinin 

farklılaşmasında rol oynadığı gösterilmiştir (83, 84). Kimerinin SSk patogenezinde 

rol oynayan inflamasyon, vasküler hasar ve fibrotik süreçlerle ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Kimerin vasküler yatakta oksidatif stress ve vazokonstrüksiyon 

etkiler göstererek vasküler hasara neden olabilmektedir. Ayrıca dendritik hücre, 

makrofaj ve inflamatuar sitokinleri aktive ederek inflamasyonu tetiklemektedir. 

Diğer taraftan fibroblast aktivasyonu ile kollajen üretimini uyarabilmektedir (Şekil 

7) (84). Yapılan kohort çalışmasında SSk’de hastalık süresi ile kimerin düzeyi 

arasında pozitif korelasyon saptanmıştır. SSk’de dermal fibroblastlarda düzeyi 

azalmışken damar duvarında artmış olarak bulunmuştur. Bu açıdan SSk’de 

vaskülopati ile ilişkili olabileceği üzerinde durulmaktadır (84, 85). Diğer taraftan 

bazı çalışmalarda kimerinin anti-inflamatuar etkiler gösterdiği belirtilmiştir (14, 

86).  
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Şekil 7. Kimerin ve sistemik skleroz patogenezi arasında olası ilişki 

3.1.4. Sekukinumab  

Sekukinumab psöriyazis, psoriatik artrit (PsA) ve ankilozan spondilit (AS) 

tedavisinde kullanılan, seçici olarak IL-17A’yı hedefleyen ve IL-17 reseptör 

etkileşimini inhibe eden yüksek afiniteli, rekombinant tam insan monoklonal 

immünoglobulin G1/kappa antikorudur. (87, 88). Sekukinumab gibi terapötik 

proteinler, tipik olarak metabolizmaya uğramazlar. Sekukinumab yavaş sc 

absorpsiyonu, düşük klirens ve uzun yarı ömür gibi farmokokinetik özellikler 

sergilemektedir. Klerenste zamana bağlı bir değişiklik olduğuna yönelik yeterli bir 

kanıt yoktur. Sekukinumabın yavaş sc emilimi göz önüne alındığında, çeşitli klinik 

çalışmalarda tek bir sc 150 veya 300 mg doz alan plak psoriazis hastalarında dozdan 

5 ila 6 gün sonra doruk konsantrasyonlara ulaşılmıştır. sc uygulamasıyla ortalama 

biyoyararlanımın %73 olduğu saptanmıştır. Sekukinumab insan IL-17A’sına 

bağlanır ve bu sitokinin biyoaktivitesini nötralize eder. IL-17A, çeşitli otoimmün 

ve inflamatuar süreçler için çok önemli olan Th17 hücrelerinin temel sitokinidir. 

IL-17A ayrıca bellek efektör CD4+ ve CD8+ T lenfositlerince de üretilmektedir. 

IL-17A, sedef hastalığı, AS ve PsA gibi otoimmün hastalıklarda başlıca pro-

inflamatuar sitokinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Nötralizasyonu, 
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inflamasyon ve doku yıkımı gibi immün aracılı hastalığın altta yatan yapısal 

özelliklerini tedavi edebilir. IL-17A fibroblast ve endotel hücrelerini uyararak pro-

inflamatuar sitokinler, adezyon molekülleri ve matriks metalloproteinazların 

salınımını artırmaktadır. Ayrıca IL17A düz kas hücrelerini prolifere ederek kollajen 

sentezinin artmasına neden olmaktadır (Şekil 8) (89). Sonuçta IL-17’nin SSk’deki 

inflamasyon, vaskülopati ve fibroz ile ilişkili önemli bir yolak olduğu göz önüne 

alındığında IL-17’yi hedef alan tedaviler ile anti-inflamatuar ve anti-fibrotik 

etkinlik sağlanabilir.  

 

Şekil 8. IL-17’nin inflamasyon, vaskülopati ve fibroz üzerine olan etkileri 

3.1.5. Metformin 

1950’lerden beri diyabet tedavisinde yaygın olarak kullanılan metformin, 

tip 2 diyabet tedavisinde günümüzde en sık kullanılan birinci basamak tedavi 

ajanıdır. Monoterapi şeklinde veya insülin veya diğer glukoz düşürücü tedavilerle 

kombinasyon halinde sık reçete edilen bir tedavi ajanıdır. Metformin, Fransız 

leylağı olarak da bilinen Galega officinalis’ten elde edilen bir biguaniddir. 

Metforminin farklı mekanizmalar üzerinden etki gösterdiği belirtilmektedir. Son 
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zamanlarda, özellikle anti-proliferatif, immünmodüle edici ve anti-fibrotik aktivite 

gibi yeni pleiotropik özellikleri ortaya konulmuştur (17, 90).  

Mitokondriyal solunum zinciri kompleks 1’i inhibe edici etkisi metforminin 

glukoz düşürücü etkisinin en çok çalışılan ve yaygın olarak kabul edilen etki 

mekanizmasıdır. Ayrıca metforminin çeşitli mekanizmalar yoluyla hepatik 

glukoneogenezi transkripsiyonel olarak düzenlediği öne sürülmüştür. İlk olarak, 

metforminin siklik adenozin mono fosfat (cAMP) birikimini azaltarak hepatik 

glukagon sinyalini antagonize ettiği ve böylece glukoneogenik genlerin cAMP 

regülatuar eleman bağlayıcı protein (CREB) aracılı transkripsiyonunu önlediği öne 

sürülmüştür ( 91 , 92 ). Bu mekanizmanın klinik önemi, metforminin glukagon ile 

uyarılan hepatik glukoz üretimini azaltmadığını gösteren prediyabetik bireyler 

üzerinde yapılan bir çalışma ile gösterilmiştir (93). Ek olarak, metforminin 

glukoneogenik gen ekspresyonunun down regülasyonuna neden olan AMPK’yi 

aktive etttiği düşünülmektedir. Bununla birlikte, AMPK aktivasyonunun, CREB 

transkripsiyonel kompleksinin çözülmesine aracılık ettiği ve bunun da azalmış 

glukoz-6-fosfataz ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz 1 ekspresyonuna yol açtığı 

ileri sürülmektedir. Ayrca transkripsiyon dışında allosterik, substrat ve redoks gibi 

farklı etki mekanizmalarına sahiptir (94).  

Metformin, aktive olan AMPK’nin aracılık ettiği yol ile anti-inflamatuar 

etkiler gösterebilmektedir. AMPK’nin tedavi edici potansiyelini düşündüren bulgu 

ise, mTOR’u inhibe ederek Th17 hücre sayısını baskılaması ve STAT3’ü inhibe 

etmesi olarak belirlenmiştir (95). AMPK, enerji metabolizmasının çok önemli bir 

düzenleyicisidir, bununla birlikte anti-inflamatuar etkileri çeşitli insan hücre 

tiplerinde ve çoklu hayvan hastalık modellerinde bildirilmiştir. AMPK’nin nükleer 
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faktör kappa B sinyali, çoklu mitojenle aktive olan protein kinaz yolları, reaktif 

oksijen türlerinin üretiminin azaltılması ve JAK-STAT yolağının inhibisyonu gibi 

çoklu sinyal yollarını inhibe ettiği öne sürülmektedir. Örneğin, AMPKα2 knockout 

farelerde, STAT1’e bağlı inflamatuar yanıtta artış olduğu gösterilmiştir. AMPK’nin 

farmakolojik veya genetik aktivasyonu ile AMPK’nin vasküler inflamasyona karşı 

potansiyel olarak koruyucu olduğu gösterilmiştir (96-100).  

IL-6 yanıtının AMPK aracılı baskılanması için potansiyel mekanizmalardan 

biri orphan nükleer reseptör küçük heterodimer partner (SHP)’in uyarılmasıdır. 

Primer sıçan hepatositlerinin uzun süreli metformin tedavisi ile çekirdekte STAT3 

ile birlikte lokalize olan SHP’nin AMPK’ye bağlı biriktiği böylece DNA 

bağlanmasının azaldığı ve pro-inflamatuar genlerin ekspresyonun inhibe olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca, HepG2 insan hepatom hücrelerinde, kronik aminoimidazole-

4-carboxamide riboside aracılı AMPK aktivasyonunun, JAK1/JAK2 tirozin 

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu baskılayarak IL-6 sinyalini inhibe ettiği 

gösterilmiştir (101, 102). 

Kang ve ark. (103) yaptıkları bir çalışmada metforminin AMPK’yi 

aktifleştirerek mTOR-STAT3 yolunu inhibe ettiğini ve böylece Th17 hücrelerinin 

popülasyonunda azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Myofibroblastların 

infiltrasyonunu aktive eden TGF-β, deri fibrozunda önemli rol oynamaktadır (104). 

Yapılan çalışmalar TGF-β’nın uyardığı derideki fibrozu oral metforminin inhibe 

ettiğini göstermiştir (105, 106). Ayrıca, oral metforminin myofibroblast 

farklılaşmasını da etkilediği gösterilmiştir (107). 

Sekukinumab ve metformin tedavileri CXCL4 ve kimerin gibi kemokin ve 

adipositokinlerin düzeylerini etkileyerek anti-inflamatuar ve anti-fibrotik özelikler 
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gösterebilir.  Bu çalışmada BLM ile oluşturulan deneysel skleroderma modelinde 

serum ve deri dokusundaki CXCL4 ve kimerin moleküllerinin değişimi ile 

sekukinumab ve metformin tedavilerinin bu moleküller üzerinde olan etkilerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 09.04.2020 tarih ve 

389184 sayılı etik onayı alınarak çalışmaya başlandı. Çalışma planı daha önce 

yapılan çalışmadan elde edilen serum ve dokular kullanılarak oluşturuldu. 

4.1. Deney Hayvanları  

Çalışmada ortalama 6 hafta yaşında ve 20-25 gram ağırlıklarında, 40 adet 

Balb/c dişi fareler kullanıldı. Çalışma için bu hayvanlardan alınan serum ve deri 

dokuları kullanıldı. 12 saat güneş ışığı alacak şekilde dizayn edilen özel odada, özel 

olarak hazırlanmış kafeslerde barındırılan farelerin beslenmesinde Elazığ Yem 

Fabrikası’ndan temin edilen standart fare yemi kullanıldı. Farelerin su ihtiyacı için 

kafeslere uçlarda damlalık mekanizması bulunan özel şişeler yerleştirdi. Deneysel 

uygulamalar için tüm farelerin sırt bölgesi tıraş edildi. 

4.2. Çalışma Grupları  

40 adet balb/c cinsi dişi fareler grup 1 (kontrol grubu), grup 2 (sham grubu), 

grup 3 (sekukinumab grubu) ve grup 4 (metformin grubu) olacak şekilde 4 gruba 

ayrıldı. 

4.3. Deneysel Uygulamalar 

100 μl FTS kontrol grubundaki farelere, 100 μg BLM (100 μl FTS 

içerisinde) diğer gruptaki farelere her gün, sc olarak 4 hafta süre ile uygulandı. Ek 

olarak, haftada bir 10 mg/kg dozunda sekukinumab sc olarak grup 3’teki farelere, 

günlük 50 mg/kg dozunda metformin (oral) grup 4’teki farelere 28 gün boyunca 

uygulandı. 
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4.4. Kan ve Doku Örneklerinin Toplanması 

4. haftanın sonunda, intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) + 

xylazine (10 mg/kg) ile yapılan anestezi ile tüm fareler dekapite edilerek çalışmada 

kullanılan kan ve doku örnekleri elde edildi. Farelerden kan örnekleri ve 

histopatolojik analizler için sırt derileri alındı. Alınan kan örneklerinin 10 dakika 

boyunca 3000 rpm’de santrifüj edilmesi ile elde edilen serumlar ve alınan sırt 

derileri çalışılacağı güne kadar -80C’de saklandı.  

4.5. Biyokimyasal Analizler 

 4.5.1. Doku Homojenantlarının Hazırlanması 

Deri dokuları -80 ℃’den alınarak kan ve artıkların temizlenmesi amacıyla 

üç kez fosfat tamponu ile yıkanarak kurutuldu. Doku örnekleri 100 mg olarak 

tartıldı ve homojenizasyon amacı ile ependorf tüplerin içerisine konuldu. Daha 

sonra 0.5 mm çaplı zirkonyum oksit boncuk her bir ependorf tüpün içerisine 

yerleştirildi. 1 ml olacak şekilde fosfat tamponu örneklerin tümüne eklendi. 

Ependorf tüpler ağızları kapatılarak homojenizatörün (Bullet Blender) içerisine 

yerleştirilip 5 dakika süresince homojenize edildi. Oluşan süpernatant tabaka tekrar 

ependorf tüplere alındı ve 10 dakika 4000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj 

yapıldıktan sonra elde edilen üstteki süpernatant alındı ve enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) çalışmalarında kullanıldı. 

4.5.2. CXCL4 Düzeyinin Belirlenmesi 

Örneklerin (süpernatantlar ve serum) CXCL4 düzeylerinin belirlenmesinde 

Sunred Biological Technology Co. Ltd. (Shanghai, CHINA) firması tarafından 

üretilen mouse PF-4 ELISA kiti kullanıldı. Üretici firmanın kataloğunda (Katalog 
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No: 201-02-0687) belirtilen çalışma prosedürlerine uygun olacak şekile ELISA 

yöntemiyle çalışıldı. Kit setinde bulunan malzemeler Tablo 2’de verildi.  

Tablo 2. CXCL4 ELISA kit içeriği 

Malzemeler  Miktarları 

Antikor kaplı ELISA plate  12 Kuyucuk × 8 (96‟lık) 

Standart dilüenti  3 mL 

Stok standart solüsyonu 0,5 mL 

Plate üzerini kapatmak için membran  2 adet 

Streptovidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjugatı  6 mL 

Yıkama solüsyonu  30X 20 mL 

Biotinli CXCL-4 monoklonal antikor  1 mL 

Kromojen solüsyonu A  6 mL 

Kromojen solüsyonu B  6 mL 

Stop solüsyonu 6 mL 

Tüketici talimat klavuzu  1 adet 

Hermetik çanta 1 adet 1 adet 

 

Kitin çalışma prosedürü; 

 Standartlar hazırlandı ve 50 µl kuyucuklara eklendi. 

 Örneklerden 40 µl alındı kuyucuklara eklendi ve üzerine 10 µl CXCL4 

monoklonal antikor eklendi. 

 Streptovidin-HRP konjugat 50 µl kuyucukların hepsine eklendi. 

 37 °C’de 60 dk. inkübe edildi. 

 İnkübasyonu takiben Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) otomatik 

yıkayıcı cihazı ile 5 kez yıkama yapıldı. 

 Takiben 50 µl kromojen A sonra 50 µl kromojen B solüsyonu eklendi ve 37 

°C’de 10 dk. inkübe edildi. 
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 50 µl stop solüsyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu ve sarı renkli 

ürün oluştu.  

 Sarı renkli ürünün absorbans okuması ChroMate P4300 microplate reader 

(Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazında 

spektrofotometrik olarak 450 nm’de yapıldı ve Şekil 9’da verilen standart 

eğri grafiği elde edildi. Bu grafiğe göre değerlendirilen sonuçlar ng/mL 

olarak verildi. 

 Kitin ölçüm aralığı 0.8-200 ng/mL, minimum ölçülebilir düzeyi 

(sensivitesi) 0.773 ng/mL, intra-assay değeri CV < %10, inter- assay değeri 

CV < %12 idi. 

 

 

Şekil 9. CXCL4 düzeyi ELISA standart eğri grafiği 

4.5.3. Kimerin Düzeyinin Belirlenmesi 

Örneklerin (süpernatantlar ve serum) kimerin düzeylerinin belirlenmesi için 

Sunred Biological Technology Co. Ltd. (Shanghai, CHINA) firmasınca üretilen 

mouse kimerin ELISA kit kullanıldı. Üretici firmanın kataloğunda (Katalog 



32  

No:201-02-5786) belirtilen şekilde çalışma prosedürlerine uygun olarak ELISA 

yöntemiyle çalışıldı. Kit setinde bulunan malzemeler Tablo 3’te verildi.  

Tablo 3. Kimerin ELISA kitinin içeriği 

Malzemeler  Miktarları 

Antikor kaplı ELISA plate  12 Kuyucuk × 8 (96‟lık) 

Standart dilüenti  3 mL 

Stok standart solüsyonu 0,5 mL 

Plate üzerini kapatmak için membran  2 adet 

Streptovidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjugatı  6 mL 

Yıkma solüsyonu  30X 20 mL 

Biotinli kimerin monoklonal antikor  1 mL 

Kromojen solüsyonu A  6 mL 

Kromojen solüsyonu B  6 mL 

Stop solüsyonu 6 mL 

Tüketici talimat klavuzu  1 adet 

Hermetik çanta 1 adet 1 adet 

 

Kitin çalışma prosedürü; 

 Standartlar hazırlandı ve 50 µl kuyucukların hepsine eklendi. 

 Örneklerden 40 µl alındı kuyucuklara eklendi ve üzerine 10 µl kimerin 

monoklonal antikor eklendi. 

 Streptovidin-HRP konjugat 50 µl kuyucuklara eklendi. 

 37 °C’de 60 dk. inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrasında Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) 

otomatik yıkayıcı cihazı ile 5 kez yıkama yapıldı. 

 Ardından önce 50 µl kromojen A sonra 50 µl kromojen B solüsyonu eklendi 

ve 37 °C’de 10 dk. inkübe edildi. 
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 50 µl stop solüsyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu ve sarı renkli 

ürün oluştu.  

 Sarı renkli ürünün absorbans okuması ChroMate P4300 microplate reader 

(Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazında 

spektrofotometrik olarak 450 nm’de yapıldı ve Şekil 10’da verilen standart 

eğri grafiği elde edildi. Bu grafiğe göre değerlendirilen sonuçlar ng/mL 

olarak verildi. 

 Kitin ölçüm aralığı 0.1-30 ng/mL, minimum ölçülebilir düzeyi (sensivitesi) 

0.097 ng/mL, intra-assay değeri CV < %9, inter- assay değeri CV < %11 

idi. 

 

Şekil 10. Kimerin düzeyi ELISA standart eğri grafiği 

4.6. Histopatolojik Analizler 

Doku örnekleri önce formalin solüsyonuna eklendi ve parafin bloklar aynı 

gün içerisinde hazırlandı. Sonrasında bloklardan kesitler alınarak Hematoksilen-

Eosin ve Masson-Trichrom ile boyandı. Preperatlar uzman bir patolog tarafından 

ışık mikroskobunda (Olympus BX-50) X40, X100, X200 ve X400 büyütmede 
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incelenerek inflamatuar hücre infiltrasyonu ve fibroz açısından değerlendirildi. Her 

bir denekte, en az iki farklı preparatta, X100 büyütmede, en az 5 farklı ölçümün 

ortalaması alınarak epidermo-dermal bileşke ile dermis-subkutan yağ dokusu 

bileskeşi arası dermal kalınlık olarak belirlendi.  

4.7. İstatistiksel Analizler 

Çalışmadan sonunda elde edilen verilerin, lisansı Fırat Üniversitesi 

tarafından alınmış IBM-SPSS (versiyon 22) programı kullanılarak, istatistiksel 

analizleri yapıldı. Gruplar arasındaki olası farklıkların anlamlılığı için Kruskal 

Wallis ve Post Hoc Mann-Whitney U testleri kullanıldı. Veriler ortalama ± standart 

sapma olarak verildi. P değeri 0.05’in altında olan analizler istatiksel olarak anlamlı 

kabul edildi.  

 

 

 

 

 

 

 

  



35  

5. BULGULAR 

5.1. Serum ve Doku CXCL4 Düzeyleri 

BLM uygulanan grup II farelerde serum CXCL4 düzeyi, kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında % 80.4 oranında artmıştı (p=0.016). BLM uygulanan farelerde, 

doku CXCL4 düzeyi kontrol grubuna göre % 50.4 oranında yükselmişti (p=0.034). 

Serum CXCL4 düzeyi sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde Grup II’ye 

göre sırasıyla % 31.1 ve % 17.7 oranında azalmıştı ancak istatiksel anlamlılığa 

ulaşmamıştı (sırasıyla; p=0.101, p= 0.501). Sekukinumab ve metformin uygulanan 

farelerde serum CXCL4 düzeyleri kontrol grubuna göre istatiksel olarak farklı 

değildi (sırasıyla; p=0.170, p= 0.085) (Şekil 11). Sekukinumab ve metformin 

uygulanan farelerde doku CXCL4 düzeyi Grup II’ye göre sırasıyla % 40.3 ve % 28 

oranında azalmıştı (sırasıyla; p=0.034, p=0.035). Kontrol grubu ile 

karşılaştrıldığında, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku CXCL4 

düzeylerinde istatiksel olarak farklılık saptanmadı (sırasıyla; p=0.691, p= 0.270). 

(Tablo 4) (Şekil 12). Grupların serum ve doku CXCL4 düzeyleri arasında istatiksel 

olarak farklılık saptanmadı (kontrol grubu için p=0.757, BLM grubu için p=0.183, 

sekukinumab grubu için p=0.2, metformin grubu için p=0.145).  

   

 

 

 

 

 



36  

Tablo 4. Çalışma gruplarında serum ve doku CXCL4 düzeyleri 

 Grup I 

(Kontrol) 

(n=10) 

Grup II 

 (BLM) 

 (n=10) 

Grup III 

(Sekukinumab) 

(n=10) 

Grup IV 

(Metformin) 

(n=10) 

Serum CXCL4 

(ng/mL) 

18.1±5.58 32.65±14.03a 22.48±7.26 26.2±9.89 

Doku CXCL4 

(ng/mL) 

16.42±3.01 24.7±9.64a 17.60±4.42b 19.31±12.16b 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Grup I ile karşılaştırıldığında: ap<0.05 

Grup II ile karşılaştırıldığında: bp<0.05 

 

 

Şekil 11. Gruplardaki serım CXCL4 düzeyleri 
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Şekil 12. Gruplardaki doku CXCL4 düzeyleri 

5.2. Serum ve Doku Kimerin Düzeyleri 
Doku kimerin düzeyi, BLM uygulanan grup II farelerde kontrol grubuna 

göre %19.9 oranında artmıştı (p=0.04). Serum kimerin düzeyi, BLM uygulanan 

grup II farelerde kontrol grubuna göre artmıştı ancak istatistiksel anlamlılık 

saptanmadı (p=0.233). Sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde serum 

kimerin düzeyleri grup II’ye benzerdi (sırasıyla; p=0.806, p=0.962). Kontrol 

grubuna göre, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde serum kimerin 

düzeylerinde istatiksel olarak farklılık saptanmadı (sırasıyla; p=0.221, p=0.290) 

(Şekil 13). Grup II’ye göre, sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku 

kimerin düzeyleri sırasıyla % 13.6 ve %16.4 azalmıştı (sırasıyla; p=0.151, 

p=0.033). Sekukinumab ve metformin uygulanan farelerde doku kimerin düzeyleri 

kontrol grubu ile benzerdi (sırasıyla; p=0.683, p= 0.962). (Tablo 5) (Şekil 14). 

Ayrıca kontrol grubu serum kimerin düzeyi, kontrol grubu doku kimerin düzeyine 

göre %187.9 oranında daha azdı (p<0.001). Benzer şekilde BLM grubunda serum 

kimerin düzeyi, BLM grubu doku kimerin düzeyine göre %149.5 oranında daha 

azdı (p<0.001). Diğer taraftan sekukinumab ve metformin gruplarında doku 
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kimerin düzeyi serum kimerin düzeyine göre sırasıyla %116.4 ve %124.1 daha 

fazlaydı (her ikisi için p<0.001).   

Tablo 5. Çalışma gruplarında serum ve doku kimerin düzeyleri 

 Grup I 

(Kontrol) 

(n=10) 

Grup II 

 (BLM) 

 (n=10) 

Grup III 

(Sekukinumab) 

 (n=10) 

Grup IV 

(Metformin) 

(n=10) 

Serum kimerin 

(ng/mL) 

1.68±1.02 2.32±0.47 2.31±0.51 2.16±1.17 

Doku kimerin 

(ng/mL) 

4.83±0.94 5.79±0.94a 5±0.99 4.84±0.74b 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Grup I ile karşılaştırıldığında: ap<0.05 

Grup II ile karşılaştırıldığında: bp<0.05 

 

Şekil 13. Gruplardaki serum kimerin düzeyleri 
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Şekil 14. Gruplardaki doku kimerin düzeyleri 

 

5.3. Histopatolojik Değerlendirme 

Sadece FTS enjeksiyonu yapılan I. gruptaki farelerin deri doku 

histopatolojik değerlendirilmesinde dermal fibrozun oluşmadığı görüldü (Şekil 15). 

Ancak, BLM uygulamaları ile dermal kalınlık, inflamatuar hücre infiltrasyonuna ve 

dermal fibrozda belirgin olarak artmıştı (Şekil 16-19). Sekukinumab ve metformin 

uygulanan farelerde dermal kalınlık, inflamatuar hücre infiltrasyonu ve dermal 

fibroz ılımlı olarak artmıştı (Şekil 17 ve 18). Sekukinumab ve metformin grubunda 

dermal kalınlık grup II’ye göre azalmıştı (sırasıyla p:0.004, p:0.012) (Şekil 19). 

Lenfosit ve mast hücre infiltrasyonu açısından grup II’ye göre sekukinumab 

grubunda anlamlı azalma saptandı (sırasıyla p:0.017, p:0.046) (Tablo 6) (Şekil 20 

ve 21). 
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Şekil 15. Kontrol grubunda FTS enjeksiyonu yapılan farelerin normal histopatolojik 
görünümü (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal kalınlık) 

 

Şekil 16. Sham grubunda BLM enjeksiyonu yapılan farelerin histopatolojik görünümü: fibrozis ile 

dermal kalınlıkta belirgin artış, yoğunlaşan inflamatuar hücreler (hematoksilen eozin, x100, siyah 

ok: dermal kalınlık, kırmızı ok: inflamatuar hücreler) 
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Şekil 17. Sekukinumab grubundaki farelerin histopatolojik görünümü: hafif fibrozis ile dermal 

kalınlıkta ılımlı artış ve seyrek inflamatuar hücreler (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal 

kalınlık, kırmızı ok: inflamatuar hücreler) 

 

Şekil 18. Metformin grubundaki farelerin histopatolojik görünümü: hafif fibrozis ile dermal 

kalınlıkta ılımlı artış ve seyrek inflamatuar hücreler (hematoksilen eozin, x100, siyah ok: dermal 

kalınlık, kırmızı ok: inflamatuar hücreler) 
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Tablo 6. Çalışma gruplarında dermal hücre sayıları ve dermal kalınlıklar 

 Kontrol BLM SEK MET P1 P2 P3 

Dermal 

kalınlık (µm) 

131.4±18.6 322.2±101.4 200±19.2 212.5±23.1 0.001 0.004 0.012 

Lenfosit 

(n/HPF)  

1.57±0.53 2.11±0.6 1.37±0.51 2.25±0.7 0.079 0.017 0.622 

Mast hücre 
(n/HPF)  

3.35±1.45 5.91±2.47 3.83±1.22 4.2±1.27b 0.023 0.046 0.162 

BLM: bleomisin, HPF: herbir alandaki hücre sayısı, MET: metformin, SEK: 

sekukinumab 

P1: BLM grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında 

P2: Sekukinumab grubu BLM grubu ile karşılaştırıldığında 

P3: Metformin grubu BLM grubu ile karşılaştırıldığında 

 

 

Şekil 19. Gruplardaki dermal kalınlık 
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Şekil 20. Gruplarda birim alanda lenfosit sayısı 

 

 

Şekil 21. Gruplarda birim alanda mast hücre sayısı 
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6. TARTIŞMA 

Bu çalışmada, BLM ile uyarılmış deneysel skleroderma modelinde 

sekukinumab ve metformin uygulamaları ile serum ve deri dokusunda CXCL4 ve 

kimerin düzeylerinin değişimi araştırılmıştır. BLM uygulanan grup II farelerde 

dermal doku kalınlığında ve inflamatuar hücre infiltrasyonunda artış, dermal fibroz 

oluşumu gözlenmiştir. Yalnızca BLM uygulanan grup II farelerde serum ve doku 

CXCL4 düzeylerinde anlamlı artış saptandı. Sekukinumab uygulanan farelerde 

doku CXCL4, metformin uygulanan farelerde ise doku CXCL4 ve kimerin 

düzeylerinde anlamlı azalma saptandı.  

Sistemik skleroz etiyolojisi henüz tam olarak bilinmeyen multisistemik 

tutulumla karakterize, kronik bir hastalıktır. Vaskülopati, immun aktivasyon ve 

yapısal olarak normal kollajenin artan miktarlarda birikmesi ile hücre dışı matriksin 

aşırı sentezinin bu hastalığın gelişiminde önemli olduğu bilinmektedir. Vasküler ve 

immünolojik süreçlerin sklerodermanın patogenezinde merkezi olduğu 

düşünülmekte ancak ilk olayların ne olduğu ve sırasıyla farklı süreçlerin fibroz 

gelişimini nasıl tetiklediği net değildir. Bu mekanizmaların hücre-hücre, hücre-

sitokin ve hücre-matriks etkileşimlerinden kaynaklandığı düşünülmektedir (4, 108-

110).  

Etkilenen dokuya immün hücrelerin infiltrasyonu, hastalığın erken 

döneminde genellikle fibroz oluşumundan önce meydana gelir. Doğal ve 

kazanılmış immün sistemin yapıları SSk gelişiminde önemli rol oynamaktadırlar. 

Naturel killer hücreleri, makrofajlar ve dendritik hücreler doğal immün sistemin 

önemli ana bileşenleridir. Diğer taraftan T ve B lenfositler kazanılmış immün 

sistemin ana hücreleridir. Tüm bu hücreler arasında kompleks ilişki sonrası TGF-
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β, interferon (IFN)-I, IL-4, IL-10, IL-13 gibi tip 2 sitokinler salgılanır ve genellikle 

hastalıkta efektör hücre olarak kabul edilen aktifleştirilmiş fibrojenik fibroblast 

popülasyonunun oluşumuyla sonuçlanır (111). Makrofajlar M1 ve M2 alt tiplerine 

ayrılmaktadır. M1 tip makrofajlar IL-1, IL-6, IL-12 ve TNF-α ile inflamatuar 

süreçleri uyarırken, M2 tip makrofajlar ise IL-4, IL-10, IL-13 yoluyla uyarıldıktan 

sonra inflamasyonu azaltır ve doku onarımını destekleyerek fibroblast 

aktivasyonuna neden olur. SSk patogenezinde M2 polarizasyonu önemli rol 

oynayan mekanizmalardan biridir (112).  

CD4 + T hücrelerinin SSk patogenezinde önemli rol oynadığı bilinmektedir. 

T helper (Th)-1, Th2, Th17 ve Treg CD4 + T hücrelerinin alt tipleridir. Erken 

dönem SSk patogenezinde Th2 hücreler, daha geç dönemde ise Th1 hücreler 

baskındır. Th1 lenfositler matrix metalloproteinaz ve matelloproteinaz doku 

inhibitörleri (TIMP) dengesini düzenleyerek kollajen degradasyonuna yol açar ve 

üretimini düzenler. Fibrotik evrede Th2 sitokinleri (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-

13) kollajen sentezini artırır (1, 3, 113-116). SSk patogenezinde Th17/Treg dengesi 

önemli bir rol oynamaktadır. Bu dengenin Th17 yolağına doğru kayması sonucu 

fibrotik süreç tetiklenmektedir. Th17 hücreleri esas olarak interlökin (IL)-17 

sekrete etmektedir. IL-17’de IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin 

yapımını uyararak inflamasyonu tetiklemektedir. Ayrıca IL-17’nin kollajen 

sentezinden sorumlu fibroblastların proliferasyonunu uyardığı gösterilmiştir. 

Fibroblastların aktivasyonu sonucu artan kollajen sentezi SSk’de fibrotik süreçte 

önemli bir basamaktır. Çalışmalarda SSk hastalarında IL-17 düzeylerinin sağlıklı 

popülasyona göre yüksek olduğu bulunmuştur (1, 3, 117, 118).  
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Kurasawa ve ark. (118) tarafından yapılan çalışmada SSk hastalarının deri 

ve bronkoalveolar sıvısında IL-17’nin yüksek düzeyde eksprese olduğu 

saptanmıştır. Yang ve ark. (119) tarafından SSk tanılı hastalarda Th17 hücrelerinin 

hastalık aktivitesi ile ilişkili olduğu ve IL-17 düzeylerinin fibroblastik aktiviteyi 

artırarak kollajen üretimini artırdığı saptanmıştır. Radstake ve ark. (120) tarafından 

yapılan çalışmada ise SSk hastalarında dolaşımdaki Th17’nin ve intrasellüler IL-17 

ekspresyonunun artmış olduğu bulunmuştur. Ayrıca, Fenoglio ve ark. (121) 

tarafından yapılan çalışmada SSk hastalarında sağlıklı kontrollere kıyasla Th17 

hücresinin artmış olduğu ve immün cevabın özellikle Th17 yolağına doğru kaydığı 

gösterilmiştir. Benzer şekilde Almanzar ve ark. (122) tarafından 135 SSk hastası 

üzerinde yapılan çalışmada dolaşımdaki Th17 hücre sayısının ve intrasellüler IL-

17 ekspresyonun artmış olduğu bulunmuştur. Buna ilaveten Zhou ve ark. (123) SSk 

tanılı hastalarda IL-17A düzeyi ile modifiye rodnan skoru arasında pozitif 

korelasyon olduğunu saptamıştır. Truchetet ve ark. (124) tarafından yapılan 

çalışmada ise interstisyel akciğer hastalığı olan SSk tanılı hastalarda IL-17 

düzeyinin sağlıklı kontrole göre yüksek olduğu saptanmıştır. IL-17 eksikliği olan 

deney hayvanlarında BLM ile uyarılan pulmoner fibrozun daha az seviyelerde 

olduğu ortaya konulmuştur (125). Yapılan başka bir çalışmada SSk hastalarında IL-

17’nin deri fibroblastlarından monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, IL-8, matrix 

metalloproteinaz-1 sentezini uyardığı görülmüştür (126). Diğer taraftan IL-17’nin 

insanlarda pro-inflamatuar ve anti-fibrotik gibi dual bir etkiye sahip olduğunu iddia 

eden yayınlarda bulunmaktadır (127). 

Çalışmamızda BLM ile oluşturulan skleroderma modelinde sekukinumab 

tedavisi ile dermal kalınlık, inflamasyon ve fibrozun azaldığı görülmüştür. Bu 
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etkinin olası mekanizması IL-17’nin fibroblast, endotel hücre ve düz kas hücresi 

üzerinden artmış pro-inflamatuar sitokin düzeyleri, matrix metalloproteinaz artışı, 

myofibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezinde artış gibi etkilerinin 

sekukinumab tedavisi ile baskılanması sonucu olabilir.  

Ayrıca fibroblastların proliferasyonundan sorumlu tutulan bir diğer yolak 

mTOR aktivasyonudur. SSk tanılı hastalarda fibroblastlardaki fosforile mTOR 

düzeyleri artmış olarak bulunmuştur. mTOR inhibisyonu ile fibroblastların 

baskılandığı gösterilmiştir. SSk tanılı hastalarda mTOR aktivasyonu ile 

fibroblastlardan sentezlenen kollajen üretiminin arttığı saptanmıştır (128-130). Zhu 

ve ark. (18) tarafından yapılan çalışmada SSk tanılı hastalarda fibroblastlardaki 

fosforile mTOR düzeyleri artmış olarak bulunmuştur.  

Yapılan başka bir çalışmada mTOR inhibisyonu ile fibroblastların 

baskılandığı gösterilmiştir (131). SSk tanılı hastalar üzerinde yapılan bir çalışmada 

mTOR aktivasyonu ile fibroblastlardan sentezlenen kollajen üretiminin arttığı 

saptanmıştır (132). Yoshizaki ve ark. (133) tarafından yapılan çalışmada deneysel 

skleroderma modelinde rapamisin ile mTOR inhibisyonu sonrasında deri 

fibrozunun azalmış olduğu gösterilmiştir. Yapılan deneysel bir çalışmada oral 

verilen metforminin radyasyon ile uyarılan dermal fibrozu baskıladığı saptanmıştır 

(134).  

mTOR yolağı ayrıca T hücrelerinin aktivasyonunda ve farklılaşmasında da 

rol oynamaktadır. mTOR aktivasyonu Th17 aktivasyonuna yol açar ve Th17/Treg 

dengesini Th17 yolağına kaydırır. mTOR inhibisyonu ile Treg yolağı baskın hale 

geçer (95). Yapılan bir çalışmada metformin tedavisinin IL-17 düzeyini azalttığı, 

Treg sayısını artırdığı saptanmıştır (103). Bu veriler Th17 yolağı ve ilişkili 
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yolakların SSk patogenezinde ve tedavisinde önemli bir hedef konumunda 

olduğunu göstermektedir. Yaptığımız çalışmada metformin tedavisi ile dermal 

kalınlık düzeyinde anlamlı azalma saptanırken inflamatuar hücre infiltrasyonunda 

parsiyel bir azalma olmuştur. Bu etki metformin tedavisinin mTOR inhibisyonu 

üzerinden fibroblast proliferasyonunu daha fazla baskılaması ile ilişkili olabilir. 

Çalışmamızda kullanılan metformin dozu inflamasyon yolağında kısmi bir 

baskılamaya neden olduğundan anti-inflamatuar etki için daha fazla dozda 

metformin tedavisine gerek olduğu düşünülebilir.  

Kanser, ateroskleroz gibi hastalıkların patogenezinde CXCL4’ün 

antianjiyogenik etkilere sahip olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, CXCL4’ün endotelyal 

hücre proliferasyonu ve anjiyogenezin inhibisyonu, monosit aktivasyonu, T-hücresi 

aktivasyonu ve kemotaksis etkiler de dahil olmak üzere çok sayıda biyolojik etkiye 

sahip olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte CXCL4 heparin bağlanması ve 

nötralizasyonu ile heparinin kullanılabilirliğini sınırlayarak prokoagülan bir etki 

gösterebildiği gibi trombomodüline bağlanma ile protein C aktivasyonunu 

kolaylaştırarak antikoagülan etki gösterebilir (135). 

Bununla birlikte SSk’li hastalarda plazma CXCL4 düzeylerinin sağlıklı 

kontrollere göre artmış olduğu saptanmıştır. Ayrıca CXCL4 düzeyleri deri ve 

akciğer fibrozu ile ilişkili olarak bulunmuştur. Proteomik çalışmalarda CXCL4’ün 

büyük ölçüde SSk hastalarından alınan pDH’ler tarafından üretildiği tespit 

edilmiştir. SSk hastalarının cildinde CXCL4 ile birlikte lokalize olan artan sayıda 

pDH olması, pDH’lerin aynı zamanda etkilenen dokuda CXCL4’ün ana kaynağı 

olduğunu göstermektedir (136-139). Aynı zamanda, CXCL4’ün Toll-like reseptör-

9 ile uyarılan pDH’lerde IFN-α üretimini indüklediği gösterilmiştir (136). Yakın 
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zamanda yapılan bir başka çalışmada, pDH’lerin SSk hastalarının cildine infiltre 

olduğu ve yüksek miktarlarda CXCL4 ve IFN-α salgıladığı doğrulanmıştır (140). 

Üstelik, CXCL4’ün pDH’lerin Toll-like reseptör-8 ve Toll-like reseptör-9 

aktivasyonunu güçlendirdiği gösterilmiştir (140). BLM ile oluşturulmuş SSk fare 

modelinde, pDH’lerin azaltılması, deri ve akciğer fibrozunu hafifletmiş ve SSk 

patogenezinde pDH’lerin önemini vurgulamıştır (13). CXCL4 knock out fareler 

kullanılarak yapılan bir çalışmada CXCL4’ün endotel hücreleri ve fibroblastları 

etkileyerek deride, akciğerlerde ve kalpte fibroz gelişiminde önemli rolü olduğu 

gösterilmiştir (141).  

Yapılan bir çalışmada CXCL4’ün SSk’de endotelyal hücre proliferasyonu, 

migrasyonu ve c-Abl/Fli-1 sinyal yolu yoluyla tüp oluşumunu inhibe ederek anti-

anjiyogenez etkiler gösterdiği bulunmuştur (75). Ayrıca CXCL4’ün SSk’de TGF-β 

ve platelet kaynaklı büyüme faktörü yolu ile indüklenen anjiyogenez üzerinde 

antagonistik etki yaptığı gösterilmiştir (75). Bununla birlikte SSk ve çok erken 

skleroderma hastalarında serum CXCL4 düzeylerinin önemli ölçüde arttığı 

gösterilmiştir (136). SSk’li hastalarda CXCL4 düzeylerinin pulmoner hipertansiyon 

ile ilişkili olduğu bulunmuştur (136). Bu veriler SSk’nin vaskülopati patogenezide 

CXCL4’ün önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir. 

Bununla birlikte CXCL4’ün Th17 yolağını uyardığı ve IL-17 düzeyleri ile 

pozitif korele olduğu saptanmıştır. Literatürde çelişkili sonuçlar bulunmakla 

birlikte IL-17’nin dendritik hücreleri stimüle ettiği gösterilmiştir. Bu uyarı dendritik 

hücrelerden salınan CXCL4 düzeylerini artırabilir (8, 142). Yapılan deneysel 

çalışmada CXCL4 aşırı ekspresyonu ile BLM ile uyarılan fibrozun şiddetlendiği 

gözlenirken anti-CXCL4 antikoru ile fibrozun düzeldiği gösterilmiştir (141).  
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Tüm bu gelişmeler ışığında SSk tanılı hastalarda CXCL4 düzeylerinin 

yüksek olduğu saptanmışsa da CXCL4’ün SSk patogenezindeki yeri henüz tam 

olarak anlaşılamamıştır. 

Yaptığımız çalışmada da literature benzer şekilde BLM ile oluşturulan 

skleroderma modelinde serum ve doku CXCL4 düzeyi artmıştır. IL-17A’ya seçici 

olarak bağlanan sekukinumab uygulanan farelerde ise doku CXCL4 düzeyleri, 

inflamatuar hücre infiltrasyonu ve fibroz azalmıştır. Bu bulgu IL-17’nin CXCL4’ün 

salınımını uyarabildiğini ve CXCL4 ile IL-17 arasında pozitif bir etkileşim 

olduğunu doğrulayabilir. Metformin tedavisi uygulanan farelerde benzer şekilde 

doku CXCL4 düzeyleri, inflamatuar hücre infiltrasyonu ve fibroz azalmıştır. 

Metformin tedavisi mTOR yolağı üzerinden IL-17 inhibisyonu sonucu CXCL4’ü 

baskılamış olabilir ve bu etki üzerinden anti-fibrotik etkilerin ortaya çıktığı 

düşünülebilir. 

Yağ dokusunun en büyük endokrin dokulardan biri olduğuna 

inanılmaktadır. Yağ dokusu, cilt homeostazının sağlanmasında önemli rol 

oynamaktadır (143). Dermal fibroz gelişiminden önce intradermal yağ dokusunun 

bozulduğu saptanmıştır. Ayrıca yağ dokusunun fibroblast kaynağı olabileceği ve 

böylece kollajen üretimi artarak fibroz sürecine katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir (144).  

Yağ dokusundaki adipositler tarafından salgılanan hücre sinyal 

proteinlerine adipokin adı verilmektedir. Adipokinler, homojen olmayan bir protein 

grubudur. Adipokinlerin immün yanıtı modüle ettiği kabul edilmektedir ve bugüne 

kadar her iki sistem arasında karşılıklı bağımlılık bildirilmiştir (145). Adipokinler, 

CD4+, CD8+ T lenfositleri ve Th17 hücrelerinin birikmesi ve farklılaşması ile 
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sonuçlanan birçok bağışıklık hücresinin aktivasyonunu ve düzenlenmesini etkiler 

(146). Örneğin Leptin ve resistin adipokinlerinin patojenik Th17 cevabını 

indüklediği gösterilmiştir (147, 148).  

Adipokin olan kimerin, ağırlıklı olarak yağ dokusu ve derinin bazal ve 

suprabazal katmanlarındaki keratinositler tarafından salgılanan otokrin ve parakrin 

etkileri olan, immünomodülatör bir proteindir (79). Kimerin, sistemik skleroz, 

romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve psoriasis hastalığındaki inflamatuar 

süreçlerle ilişkilendirilmektedir. Kimerin reseptörü (ChemR23) endotel 

hücrelerinin yüzeyinde lokalizedir ve ekspresyonu TNF-α, IL-1β ve IL-6 tarafından 

düzenlenir. ChemR23 yoluyla sinyal transdüksiyonunda yer alan sinyal yolakları, 

endotelyal hücre proliferasyonunu ve migrasyonunu uyararak endotelyal bariyer 

disfonksiyonuna yol açmaktadırlar (149). Serum proteazlar, makrofajlara bağlanan 

ve pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve IFN-y) salgılanmasını uyaran farklı 

izoformların oluşumuyla sonuçlanan kimerini parçalama yeteneğine sahiptir. 

Ayrıca, bu kimerin izoformları, pDH’ler ve naturel killer hücrelerini uyarıyor gibi 

görünmektedir. pDH’ler patojenlerle savaşır, ancak cilt lezyonlarında inflamasyonu 

şiddetlendirebilir ve SSk hastalarında fibroz ile ilişkilendirilmiştir (150). Ayrıca, 

psoriazis gibi diğer kutanöz hastalıklarda, lezyonlu ciltte, aynı hastaların 

etkilenmemiş cildine oranla kimerin mRNA seviyelerinin yükseldiği gösterilmiştir 

(151). Muhtemel mekanizma, inflamatuar hücrelerin potansiyel çekiciliğine neden 

olan kimerin birikimini içerir. Adalimumab ile tedavi edilen romatoid artrit 

hastalarında hastalık aktivitesinin azalması ve pro-inflamatuar sitokin seviyeleri ile 

bağlantılı olan kimerin düzeyinin azalması kimerinin pro-inflamatuar etkisini 

doğrulamaktadır (152). Bununla birlikte, SSk’li hastalarda serum kimerin düzeyi 
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sağlıklı bireylere göre yüksek olarak saptanmıştır. Kimerinin, hastalık süresi 1 yılın 

altında olan erken SSk hastalarında cilt sklerozunun gelişiminde rol oynadığı 

gösterilmiştir. Ayrıca, kimerin seviyesinin modifiye Rodnan deri skoru ile pozitif 

korele olduğu bildirilmiştir (85). Bununla birlikte, SSk hastalarında serum kimerin 

düzeyi ile dijital ülserlerin varlığı arasında ilişki rapor edilmiştir (85). Ayrıca artmış 

kimerin düzeyinin böbrek fonksiyon bozukluğu riski ile ilişkili olduğu saptanmıştır 

(153).  

Yapılan bir çalışmada kimerin düzeyinin SSk’de hastalık süresi ile pozitif 

korele olduğu saptanmıştır. Ayrıca kimerin düzeyi SSk’de dermal fibroblastlarda 

azalmışken damar duvarında artmış olarak bulunmuştur (84, 154). Vermi ve ark. 

(155) yaptıkları çalışmada lupus eritematöz deri lezyonlarında, dermal kan 

damarlarının endotelinde ve sekonder lenfoid organların yüksek endotel venlerinde 

kimerinin eksprese olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca kimerin ile diyabetes 

mellitusun uzun süreli vasküler komplikasyonları arasında ilişki olduğu ileri 

sürülmüştür (156).  

Esteghamati ve ark. (157) tarafından yapılan çalışmada tip 2 diabetes 

mellitus’lu hastalarda metformin tedavisi ile kimerin düzeyinin azaldığı 

saptanmıştır. Ayrıca psoriazis hastalarında yapılan çalışmada IL-17’i nötralize eden 

sekukinumab tedavisi ile kimerin düzeyinin istatiksel olarak değişmediği 

gösterilmiştir (158). 

Diğer taraftan bazı çalışmalarda kimerinin anti-inflamatuar etkilere sahip 

olduğu bildirilmiştir. Cash ve ark. (14) tarafından yapılan deneysel bir çalışmada 

kimerinin CMKLR1 aracılığı pro-inflamatuar mediatör ekspresyonunda eşzamanlı 

bir azalma ile anti-inflamatuar aktivite gösterdiği saptanmıştır. 
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Yaptığımız çalışmada BLM ile oluşturulan skleroderma modelinde serum 

ve doku kimerin düzeyi artmıştır. Sekukinumab uygulanan farelerde ise literatüre 

benzer şekilde serum ve doku kimerin düzeyleri belirgin olarak azalmamıştır, ancak 

dermal kalınlık, inflamatuar hücre infiltrasyonu ve fibroz azalmıştır. Bu veriler 

kimerinin SSk’de inflamasyon ve fibroz süreçleri ile olan etkisinin IL-17 yolağı 

üzerinden olmadığını veya daha zayıf ilişkili olduğunu düşündürmektedir. 

Metformin tedavisi uygulanan farelerde doku kimerin düzeyi ve dermal kalınlık 

azalmıştır. Metforminin, AMPK üzerinden farklı yolakların etkilenmesi, nükleer 

faktör kappa B sinyali, çoklu mitojenle aktive olan protein kinaz yolları, reaktif 

oksijen türlerinin üretiminin azaltılması ve JAK-STAT yolağının inhibisyonu gibi 

farklı mekanizmalar üzerinden doku kimerin düzeylerinde azalmaya neden olduğu 

düşünülmektedir. 

Sonuç olarak CXCL4 ve kimerin, SSk patogenezinde kompleks bir şekilde 

farklı yolaklar ile ilişkili olabilir. Çalışmamızın sonuçları CXCL4’ün IL-17 yolağı 

ile ilişkili olduğunu gösterirken, serum kimerin düzeylerinin IL-17 yolağı ile daha 

zayıf ilişkili olduğunu veya olmadığını desteklemektedir. Bu bulgular bize 

heterojen klinik bulgulara sahip SSk hastalarının tedavilerine vermiş oldukları 

yanıtların neden farklı olduğunu açıklayabilir. Bu açıdan CXCL4 ve kimerin 

düzeyleri SSk hastalarında inflamasyon, vaskülopati ve fibroza yönelik tedavi 

seçiminde yol gösterici olabilir. Bu veriler ışığında literatüre önemli katkılar 

yapacağı düşünülmektedir. Ancak bu biyomarkerların SSk patogenezi ile ilişkisi ve 

tedavideki yerinin belirlenmesi için daha detaylı moleküler analizlerin yapıldığı 

klinik çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  
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