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SISTEMIK SKLEROZ HASTALARINDA ALT GRUPLAR VE
HASTALIK SURESI ILE OTOFAJI ARASINDAKI ILISKININ
ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

Ufkay KARABAY

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Molekiiler Tip Anabilim Dal

OZET

Sistemik skleroz (SSc); deri ve i¢ organlarin yaygin fibrozisi ile karakterize
kronik otoimmiin inflamatuvar bir hastaliktir. Hastaligin patogenezi hala tam olarak
aydmlatilamamistir. SSc¢’nin molekiiler patolojisi; endotel hiicreleri, immiin sistem
ve fibroblastlar arasinda bozulmus etkilesimin bulundugu karmasik bir siirectir. SSc
patogenezi; immiin sistem aktivasyonu, mikrovaskiiler hasar ve fibroblastlarin
miyofibroblastlara diferansiyasyonu sonrasinda otonom ve uzun siireli bir aktivite
kazanmalar1 sonucu olusan fibrozisi igeren ii¢ temel 6zellik ile karakterizedir. Klinik
olarak smirli kutan6z (1cSSc) veya diffiiz kutandz (deSSc) olarak alt gruplara
ayrilmaktadir. SSc'nin standardize olmus veya onaylanmis kesin bir tedavisi heniiz
bulunmamaktadir. Bu nedenle hastaligin patogenezinde yeni mekanizmalar
arastirilmaktadir.  Otofaji, makromolekiiller ve organeller gibi sitoplazmik
komponentlerin lizozom igerisinde geri doniisiimii ve par¢alanmasinin kontroliinden
sorumlu evrimsel olarak korunmus homeostazi saglayan anahtar bir sistemdir.
Yapilan ¢aligmalar, otofajinin diizgilin ¢alisgmamasi sonucu kanser, ndrodejeneratif,
kardiyovaskiiler, enfeksiydz, metabolik ve pulmoner hastaliklar gibi pek c¢ok
patolojik durumun ortaya ¢iktigini gostermistir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
otofajinin SSc patogenezinde de 6nemli rol oynadigini belirtmektedir. Bu tez
caligmasinin amaci, dcSSc ve IcSSc hastalar ile saglikli kontrollerin periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) otofaji ile iliskili gen (ATG) molekiillerinin
mMRNA ve protein ekspresyonlarini belirlemek ve ATG molekiillerinin
ekspresyonlar1 ile hastalik siiresi, deri tutulumunun siddeti ve otoantikorlar

arasindaki iliskinin arastirilmasidir. Calismada 34 dcSSc ve 43 1¢SSc hastasindan ve
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30 saglikli kontrolden alinan PBMC'lerde LC3, p62 ve Beklinl mRNA ve protein
ekspresyonu analiz edilmistir. LC3 mMRNA ekspresyon diizeyi, 1cSSc hastalarinda
dcSSc hastalara gore; p62 mRNA ekspresyon diizeyi, IcSSc hastalarinda deSSc
hastalar1 ve saglikli kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur. p62 protein
ekspresyon diizeyi ise dcSSc hastalarinda IcSSc hastalarima gore daha yiiksek
belirlenmistir. p62 protein ekspresyon diizeyi, 5 yildan kisa hastalik siiresi olan SSc
hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek tespit edilmistir. p62 MRNA
ekspresyon diizeyi, hastalik siiresi 5 yildan daha uzun olan IcSSc hastalarinda saglikli
kontroller ve hastalik siiresi 5 yildan daha uzun olan dcSSc hastalarina goére daha
yuksek bulunmustur. p62 protein diizeyi ise hastalik siiresi 5 yi1ldan daha uzun olan
dcSSc hastalarinda 5 yildan daha uzun hastalig1 olan 1cSSc hastalarina gore daha
yiiksek belirlenmistir. LC3 protein diizeyi, mRSS (0-3) olan hastalarda (>14) olan
hastalara gore daha yiiksek tespit edilmistir. p62 protein diizeyi, hastalik siiresi 5
yildan kisa olan anti-topoizomeraz 1 antikoru (ATA) pozitif hastalarda hastalik
stiresi 5 yildan daha uzun olan ATA pozitif hastalara gére daha yiiksek bulunmustur.
p62 mRNA diizeyi ise ATA pozitif IcSSC hastalarinda saglikli kontroller ve ATA
pozitif dcSSc hastalarina gore daha yiiksek tespit edilmistir. Yapilan ROC egrisi
analizlerinde LC3 ve p62 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin dcSSc
hastalarin1 1cSSc hastalarindan ayirt etmek i¢in yiiksek performans gosterdigi
belirlenmistir. LC3 ve p62 mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri ayrica deri
tutulumunun siddeti ve hastalik siiresi ile hasta alt gruplarini ayirt etmek igin yiiksek
performans gostermistir. Bulgularimiz; LC3 ve p62 otofaji molekiil diizeylerinin SSc
alt gruplarin1 ayirt etmede onemli oldugunu, ayrica deri tutulum siddeti ve hastalik
stiresi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Calismamiz, otofajinin  SSc
patogenezinde onemli rol oynadigini ve yeni bir tedavi stratejisi olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sistemik skleroz, otofaji, otofaji ile iliskili proteinler,

otoantikor, modifiye Rodnan deri skoru, fibrozis, periferik mononiikleer hiicre
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INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN
SUBGROUPS AND DISEASE DURATION AND AUTOPHAGY IN
SYSTEMIC SCLEROSIS PATIENTS

Doctora Thesis
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Department of Molecular Medicine

ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic autoimmune inflammatory disease
characterized by diffuse fibrosis of the skin and internal organs. The pathogenesis of
the disease is still not fully elucidated. The molecular pathology of SSc is a complex
process involving impaired interactions between the endothelial cells, immune system
and fibroblasts. SSc pathogenesis is characterized by three main features: immune
system activation, microvascular damage and fibrosis resulting from fibroblast
differentiation into myofibroblasts. It is clinically subgrouped into limited cutaneous
(IcSSc) or diffuse cutaneous (dcSSc). There is no standardized or approved treatment
for SSc. Therefore, new mechanisms are under investigation in the pathogenesis of the
disease. Autophagy is a key evolutionarily conserved homeostasis system responsible
for controlling recycling and degradation of macromolecules and cytoplasmic
components such as organelles within the lysosome. Studies have shown that
autophagy dysregulation results in many pathological conditions such as cancer,
neurodegenerative, cardiovascular, infectious, metabolic and pulmonary diseases.
Recent studies suggest that autophagy also plays an important role in the pathogenesis
of SSc. The aim of this thesis study was to determine mMRNA and protein expressions
of autophagy-related gene (ATG) molecules in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) of dcSSc and IcSSc patients and healthy controls and investigate the
relationship between the expression of ATG molecules and disease duration, severity
of skin involvement and autoantibodies. LC3, p62 and Beklinl mRNA and protein
expression were analyzed in PBMCs from 34 dcSSc and 43 IcSSc patients and 30
healthy controls. LC3 mRNA expression level was higher in 1cSSc patients than in
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dcSSc patients; p62 mRNA expression level was higher in IcSSc patients compared
with dcSSc patients and healthy controls. p62 protein expression level was found to be
higher in dcSSc patients than in IcSSc patients. p62 protein expression level was higher
in SSc patients with less than 5 yearsof disease than in healthy controls. p62 mRNA
expression level was found to be higher in IcSSc patients with over 5 years of disease
compared to healthy controls and dcSSc patients with over 5 years of disease. p62
protein level was higher in dcSSc patients with over 5 years of disease compared to
IcSSc patients with over 5 years of disease. LC3 protein level was higher in patients
with mRSS (0-3) than in patients with mRSS (>14). p62 protein level was found to be
higher in anti-topoizomeraz 1 antibody (ATA) positive patients with less than 5 years
of disease than ATA positive patients with over 5 years of disease. p62 mMRNA level
was higher in ATA positive IcSSc patients compared with healthy controls and ATA
positive dcSSc patients. ROC curve analyses revealed that LC3 and p62 mRNA and
protein expression levels showed high performance to distinguish dcSSc patients from
IcSSc patients. LC3 and p62 mRNA and protein expression levels also showed high
performance to differentiate patient subgroups by severity of skin involvement and
disease duration. Our findings suggest that LC3 and p62 autophagy molecule levels
are important in differentiating SSc subgroups and are associated with severity of skin
involvement and disease duration. Our study suggests that autophagy plays an
important role in the pathogenesis of SSc and may be a new treatment strategy.

Key words: Systemic sclerosis, autophagy, autophagy-related proteins,

autoantibody, modified Rodnan skin score, fibrosis, peripheral blood mononuclear cell
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1. GIRIS VE AMAC

Sistemik skleroz (SSc), mikrovaskiiler endotel hasari ve deri ve i¢ organlarin
yaygin fibrozisi ile karakterize olan kronik otoimmiin inflamatuvar bir hastaliktir.
Klinikte en belirleyici 6zelligi deri fibrozisi (skleroderma) olmakla birlikte vaskiiler,
inflamatuvar ve fibrotik degisikliklerin akciger, gastrointestinal sistem (GIS), bobrek
ve kalp gibi i¢ organlarda da goriilebilmesi nedeniyle 'Sistemik Skleroz' olarak
isimlendirilmektedir. Derideki fibrotik degisiklikler ve kontraktiirler hastaligin
morbiditesini, i¢ organ tutulumlar1 hem morbiditeyi hem de mortaliteyi
etkilemektedir. SSc patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Nadir
hastaliklar kategorisinde yer alan SSc’nin insidansi1 milyonda 18-20, prevalansi ise
milyonda 100-300 olgu olarak belirtilmektedir. Hastaligin kadinlarda goriilme sikligi
erkeklerde goriilme sikligimin alti katidir. Hastalarin %48-68’inde 6liim nedeni
genellikle kardiyak, pulmoner, renal ve GIS tutulumuna baghdir. Klinik olarak sinirl:
(limited) kutanoz (1cSSc) ve yaygin (diffiiz) kutanéz (dcSSc) olarak alt gruplara
ayrilmaktadir. SSc'nin standardize olmus veya onaylanmis kesin bir tedavisi heniiz
bulunmamaktadir. Bu nedenle hastaligin patogenezinde yeni mekanizmalar
aragtirilmaktadir. Otofaji, hiicre i¢inde bulunan biyomolekiillerin, proteinlerin ve
organellerin kesecik i¢ine alinarak lizozomlara yonlendirilip birlesmesi ve burada
parcalanmasini saglayan bir mekanizmadir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda,

otofajinin SSc patogenezinde dnemli rol oynadigi belirtilmektedir.

Bu ¢alismada, SSc hastalarinin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC’ler) alt gruplar, hastalik siiresi, hastalik siddeti ve otoantikorlar ile otofaji

mekanizmasi arasindaki iliskinin arastirilmasi amacglanmistir.
Caligmaya yonelik hedeflerimiz:

- SSc hastalarinin (IcSSc ve dcSSc) ve saglikli goniillillerden olusan kontrol
grubunun PBMC’lerinde otofajik aktivite i¢in LC3, p62 ve Beklinl mRNA ve

protein ekspresyonlarini incelemek,

- SSc hastalarinin (IcSSc ve dcSSc) modifiye Rodnan deri skorlarina gore

belirlenen hastalik siddeti ile otofajik aktivite diizeyi arasindaki iligkiyi incelemek,



- SSc hastalarinin (IcSSc ve dcSSc) hastalik siiresine gore erken ve geg evre
olmak {iizere alt gruplara ayirarak otofajik aktivite diizeyi ile alt gruplar arasindaki

iliskiyi incelemek,

- SSc hastalarmin (IcSSc ve dcSSc) hastalik siiresine gore otoantikor (Anti-
topoizomeraz 1 (ATA, Scl-70), anti-sentromer (ACA)) bulunma durumuna gére alt
gruplara ayirarak otofajik aktivite diizeyi ile alt gruplar arasindaki iligkiyi

incelemektir.
Bu amag ve hedeflere yonelik hipotezlerimiz su sekildedir:
1. Hipotez:

HO: SSc hastalart (IcSSc ve dcSSc) ve kontrol grubunda periferik kan
mononiikleer hiicrelerindeki otofajik aktivite igin LC3-11, Beklinl ve p62 protein ve

mRNA ekspresyonlar1 benzerdir.

H1: SSc hastalar1 (IcSSc ve dcSSc) ve kontrol grubunda periferik kan
mononiikleer hiicrelerindeki otofajik aktivite icin LC3-11, Beklinl ve p62 protein ve

mRNA ekspresyonlari farklidir.
2. Hipotez:

HO: SSc hastas1 (IcSSc ve dcSSc) erken evre, ge¢ evre ve kontrol grubu
arasinda periferik kan mononiikleer hiicrelerindeki otofajik aktivite i¢cin LC3,

Beklinl ve p62 protein ve mRNA ekspresyonlari benzerdir.

H1: SSc hastas1 (IcSSc ve dcSSc) erken evre, ge¢ evre ve kontrol grubu
arasinda periferik kan mononiikleer hiicrelerindeki otofajik aktivite i¢in LC3,

Beklinl ve p62 protein ve mRNA ekspresyonlari farklidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sistemik skleroz
2.1.1. Epidemiyoloji ve etiyoloji

SSc, anormal immiin aktivasyon ve vaskiiler hasar1 takiben defektif
neovaskiilarizasyon ve bozulmus yeniden modelleme ile deride ve i¢ organlarda
yaygin doku fibrozisi ile karakterize multisistemik bir bag dokusu hastaligidir.
Klinikte en belirgin 6zelligi deri fibrozisi (skleroderma) olmakla birlikte, GIS,
akciger, bobrek ve kalp gibi i¢ organlarda da vaskiiler, inflamatuar ve fibrotik
degisiklikler goriilebilmektedir (1). Farkli iilkelerden elde edilen verilere gore SSc
prevalansi milyonda 31-658.6 (2-3), insidans1 ise milyonda 3.8-43 (4-5) arasindadir.
SSc'nin prevalans ve insidans tahminlerine iliskin veriler, cografi konum ve olgu
tespit yontemleri nedeniyle biiytik farkliliklar gostermektedir. SSc, deri tutulumunun
paternine ve bazi klinik ve laboratuvar 6zelliklerindeki prevalans farkliliklarina gore
diffiiz kutanéz (dcSS) ve smirli kutanéz (1cSS) olmak iizere iki alt gruba
ayrilmaktadir (6). dcSS'de semptomlar genellikle akut baslangi¢lidir ve deri tutulumu
ekstremitelerin distal kismindan baglar, proksimale dogru ilerler ve trunkusa yayilir.
Modifiye Rodnan deri skorlar1 (mRSS) yiiksek olan hastalarda bobrek tutulumu ve
mortalite riski artmaktadir. dcSS hastalarinin %3 ila 75'i ATA pozitiftir. 1cSS'de deri
tutulumu sadece yiiziin distal kisminda, boyunda ve ekstremitelerde sinirhidir. 1cSS'li
hastalarin %17 ila 56'sinda ACA pozitifligi vardir (7). SSc'nin etiyolojisi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte genetik faktorler ve g¢evresel etkiler
arasindaki karmasik etkilesimin c¢esitli hiicre tiplerinde SSc'ye oOzgli gen
programlarinmi indiikledigi ve bu hastaligin klinik semptomlarinin gelismesine yol
actig1 genel olarak kabul edilmektedir. Insan 16kosit antijeni (HLA) sinif I (HLA-B*
13, HLA-A* 30, HLA-B* 35, HLA-C* 04, HLA-Cw4) ve simif II (HLA-DPA1/B1,
HLA-DPA1/B1 DPB1* 1301) genlerinin hastaliga yatkinlikla iligskili oldugu
gosterilmistir (8). Silika tozu, ¢oziiciiler, kimyasallar, ilaglar ve enfeksiydz ajanlar
gibi ¢evresel ve mesleksel faktorlerin (9), hiicresel sinyal yollar iizerinde dogrudan
etki gostererek ve/veya histon modifikasyonlar: ve DNA metilasyonu gibi epigenetik
mekanizmalar yoluyla (10) SSc patogenezinde potansiyel olarak rol oynadigi
belirtilmektedir (11).



2.1.2. Patogenez

SSc patogenezi endotel hiicreleri, immiin sistem ve fibroblastlar arasinda
bozulmus etkilesimin bulundugu karmasik bir siirectir. Hastaligin klinik ve patolojik
belirtilerinin ti¢ farkli siirecin sonucu olustugu belirtilmektedir. Mikrovaskiiler
endotel hiicre hasar1 ve kiigiikk damarlarin fibroproliferatif vaskiilopatisinin
patogenezdeki ilk basamak oldugu kabul edilmektedir. Olusan vaskiilopati
inflamasyonu tetikleyerek lenfosit aktivasyonu ve otoantikor iiretimine yol agtigi,
dogal ve adaptif immiin sistem anormalliklerine neden oldugu belirtilmektedir. Daha
sonra fibroblastlar miyofibroblastlara diferansiye olmakta, deri ve i¢ organlarda asir
kolajen ve diger ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenleri birikerek fibrozis meydana
gelmektedir (Sekil 1).

2.1.2.1. Mikrovaskiiler endotel hasar: ve vaskiilopati

Normal kosullar altinda endotel; vaskiiler tonusu diizenlemekte, pihtilagsma,
fibrinoliz, antitrombotik islevler gostermekte ve ¢evre dokulara oksijen ve besin
taginmasini saglamaktadir. SSc hastalarinda endoteldeki anormal islev, deri, akciger
ve serumda endotelin-1 (ET-1) gibi vazokonstriktorlerin asir1 tiretimi ve nitrik oksit
(NO) ve prostasiklin gibi vazodilatdrlerin yetersiz liretimi sonucu vazoaktif faktorler
arasinda dengesizlige neden olmaktadir (12). Mikrovaskiiler tonustaki sik ve siirekli
degisiklik, endotel hiicre sik1 baglantilarinin agilmasina, mikrodamar gecirgenliginin
artmasina ve vaskiiler sizintilara neden olmaktadir. Mikrovaskiiler sizintinin devam
etmesi mikrohemorajiler ve lokal 6dem ile sonug¢lanmaktadir (13). Vaskiiler endotel
hiicrelerin aktivasyonu sonucu eksprese edilen vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve E-selektin, bolgeye gog
eden lenfosit, trombosit, nétrofil, monosit ve dogal Sldiiriicii hiicrelerin endotel
hiicrelere yapismasma ve dokuya go¢ ederek perivaskiiler inflamasyona neden
olmaktadir. Trombosit aktivasyonu vazokonstriktor etkili olan tromboksan
salimimina yol agmaktadir (13). SSc'nin kutan6z hastaligi, kalsitonin geniyle iliskili
peptit ve serotonin gibi damar genisletici noropeptidlerin salinimmin azalmasina
neden olmaktadir (14,15). Belirtilen bu siirecler, endotel hiicre apoptozu ve

mikrovaskiiler hasarina yol agmaktadir. Bunun sonucu kapiller kaybi, doku hipoksisi



ve dijital tlserler meydana gelmektedir (16). Ayrica yapilan arastirmalarda, endotel
hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere transdiferansiyasyonu olan endotel-mezenkimal
gecis (EndoMT) sonucu o-diiz kas aktin (a-SMA) ve tip | kolajen (COL-1) gibi
mezenkimal hiicre belirteglerini eksprese ettigi ve damar duvarinin fibrozisine yol
actigr bildirilmistir (17,18). Raynaud fenomeni (RP), soguga maruz kalma veya
duygusal stres ile baslayan epizodik iskeminin neden oldugu el ve ayak parmaklarina
giden kan akimindaki azalmadir. SSc hastalarinin %95'inden fazlasinda RP
bulunmaktadir ve mikrovaskiiler hasarin bir sonucudur (19). SSc'de RP'nin periferik
kan damarlarindaki mikrovaskiilopati ve endotel disfonksiyonundan kaynaklandigini

gostermektedir (20).

2.1.2.2. Immiin sistem aktivasyonu

SSc hastalarinda goriilen immiin sistem aktivasyonunu baglatan temel faktoriin
vaskiilopati oldugu diisiiniilmektedir. Hasar gérmiis ve apoptotik endotel hiicreleri,
hasarla iligkili molekiiler paternler (DAMP'ler) salgilayarak immiin sistem
hiicrelerinin aktive olmasina ve bolgeye gog¢ etmesine neden olmaktadir (21). Hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonlarindaki artis da immiin hiicre infiltrasyonunu
kolaylagtirmakta ve SSc’nin erken evrelerinde T lenfositleri, monositler ve
makrofajlar goriilmektedir (22). Interlokin (IL)-6’nin hastaligin erken evrelerinde
yuksek diizeylerde bulundugu ve SSc siddeti ile baglantili oldugu belirtilmektedir
(23). IL-6’nin endotel hiicre aktivasyonu ve hasarini daha da artirmasi vaskiiler hasar

ve immiin yanitin birbirleriyle yakindan iligkili oldugunu gdstermektedir.

SSc hastalarin serumlarinda immiin hiicreler tarafindan salgilanan IL-4, 1L-13
ve donistiirticti biiytime faktéric (TGF)-B gibi fibrojenik sitokinlerin yiiksek
diizeylerde oldugu gosterilmistir (24,25). Bu sitokinlerin azalmasinin farkl
modellerde fibrozisi 6nledigi veya iyilestirdigi gosterilmistir (26-28). IL-4 ve 1L-13
temel olarak tip 2 yardimer T (Th2) lenfositleri tarafindan salgilanmaktadir (29). Her
iki sitokin, B lenfosit proliferasyonu ile immiinoglobulin ve adezyon molekiillerinin
sentezini uyararak immiin sisteme etki gostermektedir (29,30). Ayrica TGF-f
tiretimini, fibroblast proliferasyonu ve farklilagsmasini uyarmaktadir (27,31). Bunun

yaninda Kolajen sentezini artirmakta, matriks metalloproteinaz (MMP)-1 ve MMP-3



gibi kolajenazlarin sentezini azaltmakta, metalloproteinaz doku inhibitdriinii
(TIMP)-1 artirmaktadir (32). TGF-B, SSc hastalarinda inflamatuvar ve fibrinojenik
etki goOsteren ¢ok sayida sinyal yollarini aktive etmektedir. TGF-B, SMAD
proteinlerinin fosforilasyonuna indiikleyerck SMAD4 aracili gen ekspresyonuna
neden olmaktadir. c-Jun N-terminal kinaz (JNK), p38 ve hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinazlar (ERK) 1 ve 2 araciligiyla mitojenle aktive olan protein kinazlar
(MAPK’lar1) aktive etmektedir (33).

Dolasimdaki monositlerin ve M2 makrofajlarin aktivasyonu ve etkilenen
deriye infiltrasyonlar1 SSc patogenezinin 6nemli 6zellikleri arasinda bulunmaktadir
(34). M2 makrofajlari, inflamatuar M1 makrofajlarindan farkli olarak yarali dokunun
yeniden yapilandirilmasin1 ve ECM sentezi ve depolanmasini saglamaktadir. Hem
M1 hem de M2 makrofajlar1 TGF, IL-4 ve IL-13 gibi fibrojenik veya IL-6 gibi
inflamatuvar sitokinleri yiiksek diizeylerde sentezleyebilmektedir (35)

Notrofiller de makrofajlar gibi TGFp, I1L-6 gibi sitokinleri sentezlemektedir
(36). Bunun yaninda reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tireterek ECM’ye bagli olan
latent TGF-p'min salinmasini saglamaktadir (37). Ayrica SSc hastalarinin
patojenlerin yakalanip 6ldiiriilmesinde rol oynayan notrofil ekstraselliiler tuzaklarin

salinmasina daha yatkin olduklar belirtilmektedir (38).

SSc lezyonlarinda ICAM1 ekspresyonunun yiiksek oldugu ve TGF-f'nin lokal
olarak artisiyla bolgeye c¢ekilen T lenfositlerin invazyonunu kolaylagtirdigi
bildirilmistir (39). SSc’de Th2 lenfositlerin Thl lenfositlerinden daha fazla eksprese
edildigi ve patogenezde anahtar rol oynadigi diistiniilmektedir (40). Th2 lenfositleri
IL-4 ve IL-13 sitokinleri yiiksek diizeylerde salgilamakta, makrofaj ve
fibroblastlardan TGF-B salinimimi indiiklemektedir. Ayrica SSc'de regiilator T
lenfositlerin (Treg) Th17 ve Th2 lenfositlere farklilastigi gosterilmistir (41).

SSc hastalar1 aktive olmus fazla sayida naif ve az sayida bellek B lenfositlerinin
bulundugu anormal B lenfosit profili gostermektedir (42). Aktive B lenfositlerin SSc
patogenezinde Onemli rolii oldugu belirtilmektedir. M2 makrofajlara ve Th2
lenfositlere farklilasmay1 indiikleyen IL-6 salgilar. Dermal fibroblastlarla dogrudan
hiicre-hiicre kontakti ile veya TGF-f salgilayarak fibroblastlarin profibrotik fenotipe



doniismelerine neden olmaktadir (43). Ayrica SSc'li  hastalarin = %95'inde
otoantikorlarin bulundugu belirtilmektedir. Otoantikorlarin erken tani, prognoz ve
organ hasarmin 6ngoriilmesini sagladigi bildirilmektedir (44). Otoantikorlarin biiyiik
boliimiiniin niikleer, niikleolar ve hiicre i¢i proteinlere karsi gelistigi belirtilmekle
birlikte trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ve ET-1 gibi hiicre yiizey
reseptorlerine karsi gelisen ve reseptorlere baglanarak profibrotik yanitlar tetikleyen

otoantikorlarin da bulundugu bildirilmistir (45,46).

SSc hastalarinda Treg ve regiilator B (Breg) lenfositlerin sayilarmin ve
aktivitelerinin azaldig bildirilmistir (47,48). Bunun yaninda dendritik hiicreler, naif
T lenfositlerini antijen sunmalari i¢in aktive etmekte ve SSc’de verilen immiin
yanitlar1 etkilemektedir. SSc hastalarinda plazmasitoid dendritik hiicrelerin
yiizeylerinde artmis toll benzeri reseptor (TLR)-8 ekspresyonunun deriye interferon-
a (IFN-a) ve kiiciik kemokin trombosit faktér 4 (CXCL4) salgilanmasina neden
oldugu bildirilmistir (49).

2.1.2.3. Fibrozis

Fibrozis, SSc’nin ii¢ patolojik 6zelliginden biridir. Inflamatuar profibrojenik
sitokinler ve biiylime faktorleri fibroblastlar1 aktive etmektedir. Otonomik ve uzun
stireli aktivite kazanan bu fibroblastlar miyofibroblast 6zellikleri gostermektedir
(50). Aktive olmus sekilde devam eden miyofibroblastlar, ECM proteinlerinin
kontrolsiiz bir sekilde sentezlenmesi, depolanmasi ve yeniden sekillendirilmesine
neden olmaktadir. Bunun sonucu fibrotik bir doku meydana gelmekte ve geri
doniistimii olmayan organ yetmezlikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle fibrozis, SSc
patogenezinde morbidite ve mortaliteye neden olan ve bu nedenle hastaligin 6liimciil

bir bileseni olarak kabul edilmektedir.

Miyofibroblastlar stres fiberlerinde a-diiz kas aktin (a-SMA) ekspresyonu,
kontraktil 6zellikleri olan ve yara iyilesmesinde rol oynayan hiicrelerdir. TGF-f gibi
profibrotik sitokinler salgilamakta; kolajenler, elastin, glikoproteinler ve
proteoglikanlar gibi ECM bilesenleri sentezlemektedir. Miyofibroblast normal
dokuda nadir olarak bulunurken SSc'de azalmis apoptoz ve artan

transdiferansiyasyon nedeniyle fazla sayida bulunmaktadir (51,52). Normal doku



iyilesmesi  swrasinda  myofibroblastlar ~ dokudaki = onarim  gdrevlerini
tamamladiklarinda, anti-apoptotik Bcl-2 proteinin azalmasi sonucu apoptotik esik
hiicre i¢inde dustiriilerek hiicreler apoptozise ugramaya daha yatkin duruma
gelmektedir. Bunun sonucu miyofibroblastlar pro-apoptotik Bim proteini araciligiyla
apoptozise yonlendirilmektedir (53). Miyofibroblastlarin pro- ve anti-apoptotik
dengesinde mikroRNA'larin (miRNA) da rol oynadigi belirtilmistir. SSc dermal
fibroblastlarda miRNA21 ekspresyonunun arttig1 ve pro-apoptotik Bax mRNA’sina
baglandigi gosterilmistir.  Bu durumun miyofibroblastlarda apoptotik esigi
yiikselttigi ve sag kalim mekanizmasi olarak islev gosterdigi belirtilmistir. Bunun
sonucu olarak ECM sentezleyen miyofibroblastlar aktive durumda devam
edebilmektedir. (54). Profibrotik bir sitokin olan TGF-, SSc’deki fibrotik siiregte rol
oynayan en Onemli faktordiir (55). SSc’de azalmis apoptozis yaninda hem
miyofibroblastlarin aktivasyonu hem de miyofibroblastlara transdiferansiyasyon
artmaktadir. TGF-p, transdiferansiyasyonu indiikleyen temel biiyiime faktoriidiir ve
ECM birikimine neden olmaktadir (56). SSc'de ilk hasarin olusmasiyla hiicreler
TGF- ve PDGF sentezlemekte, bunun sonucu olarak miyofibroblasta
transdiferansiyasyonu gergeklesmektedir (57). Fibrozisde miyofibroblast artigina
birgok hiicre tipi katkida bulunmaktadir. Bunlar arasinda dokuya yerlesik
fibroblastlar, dolasimdaki monosit kaynakli mezenkimal progenitér hiicreler
(fibrositler), epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), EndoMT ve perisitler
bulunmaktadir (58-60). Miyofibroblasta transdiferansiyasyonun ayni zamanda
mekanik gerilime de bagli oldugu ve SSc’de dokularin ECM yapisinda mekanik
gerilimin arttig1 bildirilmistir (61). Mekanik gerilim fibroblastlara integrinler yoluyla
iletilmektedir (62). Integrinler, mekanik ve biyokimyasal sinyalleri hiicre membrani
boyunca ileterek hiicrenin gevresel kosullara uyumunu saglamaktadir (63). Integrin
aracili gerilim ECM'de latent formda bulunan TGF-f'nin salinimini saglamaktadir
(64). Fibrozis, etkilenen dokularin ECM’de kolajenler, elastin, glikozaminoglikanlar
tenaskin ve fibronektin birikiminden kaynaklanmaktadir (65). SSc hastalarinin
ECM'sinde saglikli kontrollere gore artmis diizeylerde kolajen tip I, III, V ve VI'nin
yani sira fibronektin ve proteoglikanlar bulunmaktadir. Ayrica SSc¢ ECM’sinde
tenaskin-C, fibronektin-EDA gibi DAMP’larin miktarlarinda artis bulunmaktadir
(66,67). Bu DAMP'ler profibrotik gen ekspresyonunu, miyofibroblasta



diferansiyasyonu ve TLR4 yolu iizerinden TGF-B'nin fibroblastlar tizerindeki
etkilerini artirmaktadir (68). Sonu¢ olarak, SSc fibrozisi kronik fibroblast
aktivasyonu, miyofibroblast apoptozisinin azalmasi, ultrastriiktiirel olarak degismis
ECM birikimi ve azalmig ECM degradasyonu sonucu olusmakta ve dokulara geri

doniisii olmayan hasar vermektedir.

Adhezyon .
molekiilleri Trombositler

v
Endotelin-1 Trombin
Kemokinler Tromboksan

SN~

@ Otoantikorlar

" Dendritik
hiicre

TGFB
C1GE

Miyofibroblast Kollajen, fibronektin,
L Periostin ve tenaskin-C

Sekil 1. SSc patogenezinde rol oynayan mekanizmalar (69).

2.2. Otoantikorlar

SSc hastalarmin ilk tan1 aninda %95'inde otoantikor pozitifligi gorilmektedir.
SSc spesifik antikorlarin organ tutulumu acisindan risk faktorleri olarak
tanimlanmistir. SSc'li hastalarda bircok otoantikorun varligir gosterilmistir. Bu

otoantikorlardan hastalikla ilgili en iyi bilinenleri ATA, ACA ve anti-RNA polimeraz



I, 1l ve Il antikorlaridir. Otoantikorlarin yiiksek titrelerinin hastalik aktivitesi ile

iligkili oldugu belirtilmektedir (70).

2.3. Tam

SSc tanisi, klinik bulgulara gore yapilmakta ve laboratuvar bulgular taniyi

destekleyici olarak kullanilmaktadir. Hastalar, SSc i¢in ilk bulgulardan biri olan RP

ve deri tutulumu, pulmoner tutulum, pulmoner hipertansiyon, GIS tutulumu, bobrek

tutulumu ve kas-eklem-tendon tutulumuna gore analiz edilmekte ve Amerikan
Romatoloji Dernegi/Avrupa Romatizma Birligi (ACR/EULAR) tarafindan 2013

yilinda gilincellenen puanlama sistemine gore degerlendirilmektedir. Toplamda 9 ve

daha fazla puana sahip olan hasta SSc tanis1 almaktadir. Puanlama sistemi Tablo 1°de

gosterilmistir (71).

Tablo 1. ACR/EULAR SSc Puanlama Sistemi

(maksimum skor 3)

Anti-topoizomeraz (anti-Scl-70)
Anti-RNA polimeraz Il

BULGULAR ALT TIPLERI PUAN
Her iki elde parmaklar ve - 9
metakarpofalengeal eklemlerin
proksimalinde deri kalinlagmasi
(eterli kriter)
Parmaklarda deri kalinlagmasi Sis parmaklar 2
(yalnizca yiiksek olani skorlayin) Sklerodaktili 4
Parmak ucu lezyonlari Dijital iilser 2
(yalnizca yiiksek olani skorlayn) Dijital iilser skart 3
Telenjiektazi - 2
Anormal tirnak yatagi kapiller - 2
degisiklikleri
Pulmoner arteryal hipertansiyon Pulmoner arteryal hipertansiyon 2
ve/veya interstisyel akciger Interstisyel akciger hastalig1 2
hastalig1 (maksimum skor 2)
Raynaud’s Fenomeni - 3
SS ile iligkili otoantikorlar Anti-sentromer 3

Sistemik skleroz kalsifikasyonu i¢in toplam skor > 9 olmali (Sensitivite %91, Spesifite %92)
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2.4. Alt gruplara siniflandirma

1988 yilinda uluslararas1 uzmanlarin bir araya geldigi sempozyumda SSc’nin
Klinik olarak iki alt grubu tanimlanmis ve sonradan yaygin kabul gérmistiir (Sekil 2)
(72). Bu alt gruplar arasinda klinik gegislerin nadiren goriildiigi ve otoantikor
tiplerinin farkli olmasi, organ tutulum siddetleri arasinda farkliliklarin bulunmasi,
prognoz ve sag kalim gibi parametrelerde ayricaliklarin saptanmasindan dolay1
Onerilen bu alt gruplara gore SSc’li hastalarin gruplandirilmasi bir klasik haline
gelmistir.  SSc, klinik olarak simirli  (IcSSc) ve diffiiz  (dcSSc) olarak
siiflandirilmaktadir (6). 1cSSc’de, baslica dirsek ve dizlerin distalindeki deri
bolgeleri ve yiiz derisi tutulumu goriilmekte, buna i¢ organ tutulumlarindan 6zellikle
GIS, akcigerler, kalp ve pulmoner arter tutulumlari eslik etmektedir. dcSSc’de ise
ekstremitelerin proksimal bolgeleri ve govdenin de dahil oldugu daha biiyiik ¢apta

deri tutulumu ile daha fazla ve yaygin i¢ organ tutulumu bulunmaktadir (73).

2.4.1. Sinwrl deri tutulumlu SSc

Bu SSc alt grubunda, Raynaud fenomeni deri tutulumundan yillarca 6nce
ortaya ¢ikabilir. Deri tutulumu; dirsek distalindeki deri, diz distalindeki deri ve yiiz
ile smurhidir. Smirli deri tutulumlu sistemik sklerozda pulmoner arteriyal
hipertansiyon goriilebilmektedir. Bu alt grupta Genellikle anti-sentromer antikor
pozitif iken anti-Scl- 70 antikor ise negatiftir (74).

2.4.2. Diffiiz deri tutulumlu SSc

Diffiiz deri tutulumlu SSc’de ise eller, yiiz ve ayaklarin tutulumu yaninda
govde derisi tutulumu da vardir. Bu alt grupta ¢ogunlukla Raynaud fenomeni
bulunmaktadir. Diffliz deri tutulumunda tendonlarda krepitasyon, daha yiiksek
oranda pulmoner fibrozis, GIS tutulumu, renal kriz, kalp yetmezligi ve kardiyak
aritmi goriilebilmektedir. Genellikle ATA pozitif, ACA ise negatiftir (74).
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Sekil 2. SSc alt gruplari (solda IcSSc, sagda dcSSc)

2.5. Modifiye Rodnan deri skoru

17 viicut alaninda (yiiz, gogiis, karin, ayrica sag/sol ayr1 ayr1 olacak sekilde el
parmaklari, eller, on kollar, kollar, uyluklar, bacaklar, ayaklar) deri, parmaklar
arasinda sikistirtlarak deri kalinlasmasi 0-3 arasinda skleroderma klinik olarak
degerlendirilir. 0= normal sertlik, 1= 1liml sertlik, 2= orta sertlik, 3= ciddi sertlik
(maksimum skor: 51 olabilir) Sekil 3’te gosterilmistir (75).

6] Tutulum vok
7] Hafif 3
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Sekil 3. SSc’de modifiye Rodnan deri skorlamasi
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2.6. Otofaji mekanizmasi

Otofaji, hiicre icerisindeki biyomolekiillerin, proteinlerin ve organellerin
kesecik i¢ine alnip lizozomlara yonlendirilerek fiizyonu ve burada parcalanmasi
sonucu gergeklesen, hiicre i¢inde geri doniisiimii, yikilan irlinlerin yeniden
kullanilabilmesini saglayan evrimsel olarak korunmus hemostaz mekanizmasidir
(76,77). Temel olarak hiicre koruyucu bir siiregtir ve hiicrenin besin yoksunlugu,
oksidatif stres, kronik stimiilasyon ve islevsiz organellerin ve proteinlerin hiicre igi
birikimi gibi ¢esitli stres kosullarina uyumunu saglamaktadir (78). Ayrica hiicreleri
mikrobiyal, viral patojenlere, hasarli yapilara (79) ve hipoksiye (80) karsi immiin
hiicre yanitlarin1  diizenlemektedir (81). Otofaji genel olarak makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere {i¢ tip olarak
smiflandirilmaktadir. Calismalarda otofaji olarak bahsedildiginde genellikle
makrootofaji anlasilmaktadir ve farkli hiicre tipinde bazal diizeyde gergeklesen
otofaji makrootofajidir. Makrootofaji sistemi, mayadan omurgalilara kadar birgok
tiirde yliksek oranda korunmus olan otofaji ile iliskili gen (ATG) ailesi ve proteinleri
tarafindan diizenlenmektedir. Otofaji yolaklarin1 aydinlatmak amaciyla yapilan
caligmalarda 30'dan fazla otofaji baglantili protein tespit edilmistir (82).
Mikrootofaji, tomurcuklanan  sitozolik  kargo  vezikiillerinin  membran
invajinasyonlart yoluyla lizozomal liimene tasinmasi seklinde gergeklesir (83).
Saperon aracili otofaji, agliga verilen ikincil yanitta rol oynar ve 6zellikle diger iki
form, katlanmamis proteinlerin HSC70 saperonlarinin yardimiyla LAMP-2a
tastyicisi araciligiyla lizozomal membran (84) boyunca bir konsensiis peptit dizisi ile

dogrudan translokasyonunu i¢ermektedir (85).

Makrootofaji (Bundan sonra otofaji olarak kullanilacaktir), rapamisin
kompleksinin memeli hedefi 1 (MTORC1) - ATG1/unc-51 benzeri otofaji aktive
edici kinaz (ULK1) ekseni, AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) ve sirtuin 1
(SIRT1) gibi ¢esitli sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenmektedir (86). Otofaji,
cekirdeklenme (izolasyon membram ve fagoforun olusumu), uzama (Izolasyon
membranin uzamasi), olgunlasma (otofagozomun tamamlanmasi ve tasinmasi),
birlesme (otofagozom ile lizozomun kaynasmasi ve birlesimi) ve parcalanma

(kargolarin otolizozom iginde yikimi) asamalarindan olusmaktadir (87). mTORC1,
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besin acisindan zengin kosullar altinda ULK1'in fosforilasyonunu inhibe ederek
otofajiyi negatif olarak diizenlemektedir (88). Amino asit yoklugu gibi besin
eksikligi kosullarinda, mTOR'un inhibisyonu ULKI1 kompleksinin (ULK1/2,
ATG13, FIP200 ve ATG101) aktivasyonuna ve dolayisiyla otofajinin baslamasina
yol agmaktadir (89). Alternatif olarak, besin eksikliginde AMPK aktive olarak hem
ULK1'i aktive etmekte hem de mTORCI1'i inhibe ederek otofajinin baslamasini
saglamaktadir. ULK1 kompleksi, otofaji baglatma bolgesine alindiktan sonra sinif I11
fosfatidilinositol 3 kinaz (P13K) aktivitesi bulunan Beklin1/Vps34'i dogrudan veya
AMBRALI1 fosforilasyonu yoluyla dolayli olarak fosforile ederek aktive etmektedir
(90). PI3K kompleksi, fosfatidilinozitoliin fosfatidilinozitol-3-fosfat’a (PI3P)
dontisiimiinii saglar ki bu da fagoforun ¢ekirdeklenmesi i¢in gereklidir (91). Fagofor
daha sonra uzamakta ve ¢ift membranli bir otofagozom olusturarak kapanmaktadir.
Bu siireg, iki ubikitin benzeri (UBL) protein konjugasyon sistemi ve fosfoinositit ile
etkilesen WD-tekrar1 olan protein (WIPI) gibi PI3P baglayici proteinler tarafindan
sik1 bir sekilde diizenlenmektedir (92). Fagofor uzama fazinda, ubikitin-ligaz benzeri
ATG7 ve ATGI10 (sirasiyla E1 ve E2) ile ATGS ve ATGI12 arasinda kovalent
konjugasyon meydana gelmekte ve ATG16L1 daha sonra bu komplekse alinmaktadir
(89). 1ilk wubikitin benzeri konjugasyon sisteminin tamamlanmasiyla olusan
ATG12/ATG5/ATG16L1 kompleksi WIPI2 proteini araciligi ile izolasyon
membraninin dis ylizeyine baglanir ve ATG8 ortologu olan mikrotiibiille iligkili
protein hafif zincir 3 (MAP1LC3, genellikle LC3 olarak kisaltilmaktadir) proteininin
zar ylzeyindeki fosfatidiletanolamine (PE) baglanmasini  saglamaktadir.
Sitoplazmada bulunan serbest LC3 proteini, LC3-I olarak adlandirilir ve izolasyon
membranlarmin  ve otofagozomlarin  tespiti ig¢in  kullanilmaktadir  (93).
Fosfatidiletanolamine konjuge olmus ve otofajik vezikiillere bagli LC3 ise LC3-II
olarak adlandirilmaktadir. Otofaji uyarimi sonrasi LC3-I'in LC3-II'ye déniismesi,
otofaji bilimsel toplulugu tarafindan otofagozomlarin mikroskobik olarak
belirlenmesinde otofaji belirteci olarak kabul edilmektedir (94). LC3-1l ve gama-
aminobiitirik asit A reseptor ailesi proteinleri otofagozomal membranin uzamasi ve
kapanmasinda rol oynamaktadir (95). Otofaji siirecinin son adimi, lizozomal asit
hidrolazlar tarafindan tutulan iceriklerin pargalanmasi i¢in lizozomun kapali

otofagozom ile fiizyonu ile otofagolizozomun olusmasidir (Sekil 4). Otofajinin
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bilesenlerin parcalanmasinda segici olmayan bir davranisa sahip oldugu
diisiiniiliirken, organeller, proteinler ve mikroorganizmalar bazinda secici olarak
hareket ettigi belirlenmistir (96). Bu segicilik, LC3 etkilesim bolgeleri i¢eren kargo-
spesifik adaptor proteinler tarafindan saglanmaktadir. Otofaji ayrica besin agligina
yanit olarak artan NAD" diizeyleri ile aktive olan bir deasetilaz SIRT1 tarafindan da
kontrol edilmektedir. Yapilan calismalarda SIRT1'in otofajiyi dogrudan ATG
proteinlerin deasetilasyonu yoluyla kontrol ettigi tespit edilmistir. SIRT1 ayrica
otofajiyi, transaktif otofaji genleri olan forkhead box O (FoxO) iiyelerinin
aktivasyonu veya deasetilasyonu yoluyla dolayli olarak da kontrol etmektedir (97).
LC3B baglayici protein SQSTMI1 / p62 (Bundan sonra p62 olarak kullanilacaktir)
otofajiden kaynaklanan protein agregatlarinin olusumunu diizenlemektedir. Azalan
p62 ile birlikte LC3-1I'deki artis, otofajik akigin arttigini gosteren en bilinen
belirtectir (98). Bu nedenle, otofajik yikimin bir isareti olarak islev goriir (99,100).
Sekil 4'te otofaji sinyal yolu mekanizmasi gosterilmektedir. Otofajik aktivite
bozukluklar1 bobrek (101), eklem hastaliklar1 (102), miyopati (103), noronal
dejenerasyon (104), mikrobiyal enfeksiyon (105), inflamatuar bagirsak hastaligi
(106,107), yaslanma (108) ve kanser (109) gibi ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik
bozukluklarda bildirilmistir. Bir¢ok ¢aligsma otofajinin bobrek, akciger ve kalp gibi
cesitli dokulardaki fibroziste koruyucu bir rol oynadigini géstermektedir (110-113).
Ayrica otofajinin genetik veya kimyasal olarak engellenmesi, stres kosullar1 altinda
hiicrelerin Slimiiyle sonuglanmaktadir (114). Yetersiz otofajik aktivite, TGF-$
diizeylerinin artmasina, fibroblasttan miyofibroblasta farklilasmaya ve asir1 kolajen

sentezine neden olmaktadir (115).
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Sekil 4. Otofaji sinyal mekanizmasi (116).

2.7. SSc patogenezi ve otofaji mekanizmasi

SSc patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan c¢aligmalar, otofaji
mekanizmasinin énemli rol oynadigini gostermektedir. Yoshizaki ve ark. tarafindan
tight skin (TSK+) ve bleomisin ile fibrozis indiiklenmis fare modellerinde yapilan
calisgmada, mTOR inhibitorii olan rapamisin’in TGF-p ile IL-4, -6 ve -17 sitokin
diizeylerini azalttigi belirlenmistir (117). Rapamisin, farelerde bleomisin ile
indiiklenen deri ve akciger fibrozisini azaltmigtir. TSK+ farelerden izole edilen
dermal fibroblastlarda rapamisin uygulamasinin kolajen iiretimini azalttig1
gosterilmistir. Ayrica rapamisin uygulanan TSK+ farelerde serum ATA diizeylerinin
azaldig: tespit edilmistir (117). Del Pricipe ve ark. tarafindan 2011 yilinda yazilan
bir derlemede SSc patogenezinin onemli bir 6zelligi olan fibrozisin gelisiminde
otofaji mekanizmasinin rol oynayabilecegi ifade edilmistir (118). Bu derlemenin
yayimlanmasini izleyen yillarda SSc patogenezinde otofajinin roliiniin arastirildig

calismalar yayimlanmaya baglamistir.

Castello-Cros ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada caveolin (Cav-1) -/- fare
modeli olusturulmustur (119). Cav-1 proteinin otofagozomlarin olusumunda rol
oynayan ATGS, ATG12, ATG16L1 ve LC3B gibi molekiillerin hem serbest hem de
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konjuge formlariin diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (120). Cav-1 ayni
zamanda SSc hastalarindan izole edilen dermal fibroblastlarda azaldig: bildirilmistir
(121). Cav-1 -/- farelerde dermis tabakasindaki LC3 (otofaji belirteci) ve BCL2
etkilesimli protein 3-benzeri (BNIP3L) (mitofaji belirteci) proteinlerinin wild tip fare

dermisine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (119).

Frech ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada 33 SSc hastast ve 6 saglikli
kontrolden alinan deri biyopsilerinde immiinfloresan (IF) yontemle LC3 boyamasi
ile otofaji degerlendirilmistir (122). LC3 boyanmasi 33 SSc hastasinin 29'unda tespit
edilmis, ancak 4 saglikli kontrolde ise belirlenememistir. SSc hastalik siiresi kisa olan
hastalarda LC3 boyanmasinin uzun siireli hastaligi olanlara gére daha yogun oldugu
gosterilmistir. Ayrica otofagozom kompleksinin olusumunu temsil eden c¢ift
membranli vezikiiller, elektron mikroskobu (EM) ile goriintiilenen 17 SSc hasta
kesitinin 16'sinda tespit edilmis, 4 saglikli kontrolde ise tespit edilmemistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore otofajinin SSc patogenezinde rol oynadigi ve hastaligin
erken evrelerinde otofajik akisin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (122). Dumit ve
ark. tarafindan yapilan in vitro ¢alismada ise 3 SSc hastasindan hazirlanan primer
dermal fibroblast hiicrelerinde LC3 protein ekspresyonunun 3 saglikli kontrolden
hazirlanan dermal fibroblast hiicrelerine gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (123).
Bu ¢alismanin sonuglarina gére azalmis otofajinin ECM proteinlerinin birikmesine

neden oldugu belirtilmistir.

Bir¢ok genetik faktoriin, ozellikle major histokompatibilite kompleksinin
(MHC), SSc'ye duyarlilikla iligkili oldugu bildirilmistir. Genom ¢apinda
iligkilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), MHC sinif II bolgesinin SSc'deki en 6nemli
genetik bdlge oldugunu ortaya koymustur. Immunochip dizisi, yiiksek yogunlukta
otoimmiin hastaliklarin lokuslarini haritalayan ve diisiik maliyet acisindan kullanigh
olan tek niikleotid polimorfizmi (SNP) genotipleme dizisidir. Mayes ve ark. (124)
tarafindan yapilan bir kohort calismada, otofagozom uzamasinda rol oynayan

ATG'deki rs9373839 SNP'sinin SSc ile iliskili oldugu bildirilmistir.

Maugeri ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, SSc hastalarinin kanindaki
aktive trombositlerden mikropartikiillerin (SSc-mikropartikiil) salindigt ve DAMP
molekiilii olan yiiksek mobilite grup kutusu 1 (HMGB-1) eksprese ettigi
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belirlenmistir (125). HMGB1, otofajiyi indiikleyen bir molekiil olarak bilinmektedir.
HMGBT’in nétrofilleri  aktive ettigi ve otofajik aktivasyonlarini artirdigi
gosterilmistir (125). Ayrica SSc hastalarinin trombosit kaynakli mikropartikiiller
fareye verildiginde vaskiilopatiye neden oldugu ve fibrozisi baslattigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada trombosit kaynakli mikropartikiil iliskili HMGB1’in
notrofil otofajisine neden olarak hastalik patogenezinde rol oynadigi ve yeni bir

tedavi hedefi olabilecegi vurgulanmustir.

Liu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ilk kez tan1 almis 5 SSc hastas1 ve 5
saglikli kontrolden dermal biyopsi drnekleri alinmistir (126). Yapilan transmisyon
elektron mikroskobu incelemesinde, SSc hastalarinin fibrotik dermisinde kontrol
grubuna gore artmis sayida otofagolizozom tespit edilmistir. SSc hastalarindan izole
edilen dermal fibroblastlarda LC3, COL-I ve bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF)
protein ekspresyon diizeylerinin normal fibroblastlara gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. SSc fibroblastlarinin hipoksiye maruz birakilmast LC3, COL-I ve
CTGF protein ekspresyon diizeylerinin ve LC3 IF boyama yogunlugunu artmustir.
Hipoksiye maruz birakilan SSc dermal fibroblastlara otofagozom pargalanmasini
inhibe eden bafilomisinAl uygulandiginda LC3 ve p62 protein ekspresyonlari
artmig, COL-I ve CTGF protein ekspresyonlar1 ise azalmigtir. Ayrica hipoksi
uygulanan insan umblikal ven endotel hiicrelerinde endoMT arttig1 ve bafilomisinAl
uygulamasinin endoMT yi azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, SSc’de
hipoksinin otofajiyi aktive ederek fibrozisi ve endoMTyi artirdigini gostermektedir
(126).

Mori ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, bleomisin ile skleroderma fare
modeli olusturulmustur (127). Bleomisin verilen farelerin dermal tabakalarinda dort
hafta sonunda fibrozis tespit edilmistir. Bunun yaninda IF boyama sonuglarina gore
dermal tabalardaki LC3 pozitif punkta sayisinin kontrol grubu farelere gore daha
fazla oldugu belirlenmistir (127). Ayni ¢alismada 6dematdz ve sklerotik faz SSc
hastalarindan alinan deri biyopsileri de incelenmistir. Hematoksilen ve eozin (HE)
boyamasinda, sklerotik faz SSc hastalarinda dermal fibrozisin 6dematdz SSc
hastalarina gore daha siddetli oldugu, alt dermiste {ist dermise gore daha yogun

kollajen demetlerin bulundugu bildirilmistir. Deri Kkesitlerinin IF boyama
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incelemesinde, sklerotik SSc hastalarinin alt dermisinde kontrollerin dermisine,
6dematdz SSc ve sklerotik SSc hastalarin iist dermisine gore daha fazla LC3 pozitif
punkta sayisi tespit edilmistir. Calismanin sonuglari, SSc Kesitlerindeki otofajik
mekanizmanin, hafif fibrotik dermisten ziyade siddetli fibrotik dermiste daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica ¢alisma, SSc hastalarinin patolojik evreleri ile
otofaji arasindaki iligki agisindan daha detayli bilgi saglamakta, hastaligin ileri

evrelerinde otofajinin SSc patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

SSc hastalarinin PBMC’lerinde yapilan ¢alismada; LC3, Beklinl ve ATG3
mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. ATGS, ATG12 ve ATG 16L1 mRNA ekspresyon diizeylerinde ise
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamustir. Ayrica LC3'liin yas ve

eritrosit sedimentasyon hizi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirtilmistir (128).

Koaktivatorler, transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek gen
transkripsiyonunda rol oynayan proteinlerdir. Peroksizom proliferator aktive edici
reseptor gama koaktivatorii-lo (PGC-1a), peroksizom proliferator aktive edici
reseptor gama (PPARYy) koaktivator ailesinin en iyi ¢alisilmig tiyesidir (129). PGC-
la'nin, SScnin patogenezinde de yer alan hiicresel farklilagma, anjiyogenez,
inflamasyon ve mitokondriyal metabolizma gibi ¢esitli metabolik islevlerde rol
oynadigi bildirilmistir. Bunlara ek olarak, PGC-la'nin otofaji ile iligkili genlerin
transkripsiyonunu modiile edebilecegi de bildirilmistir (130). Zhang ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, 7 SSc hastasinin deri biyopsilerinde IF boyamada
PGC-1la pozitif fibroblast sayisinin saglikli kontrollere gére daha fazla oldugu
belirlenmistir (131). SSc hastalardan izole edilen dermal fibroblast hiicrelerinde de
PGC-1a mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrollere gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Farelerde bleomisin ile indiiklenen fibrozis ve
miyofibroblast sayisinin fibroblast spesifik PGC-1a knockout yapilarak azaldigi
belirlenmistir. Fare dermal fibroblastlarda PGC-1a knockout yapilmast TGF-f ile
uyarilan fibroblast aktivasyonunu ve kolajen sentezini azaltmistir. Ayrica TGF-f ile
uyarilan fare dermal fibroblastlarda kontrollere gore daha fazla olan ATG7 ve
Beklinl IF boyamalar1 ve yiiksek LC3 protein ekspresyon diizeyleri PGC-1la

knockout yapilmasi ile azalmis ve otofaji inhibe edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
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PGC-1a koaktivatoriiniin otofajiyi azaltarak SSc’de artmis fibroblast aktivasyonu ve

fibrozisi 6nlemede hedef olabilecegini gostermektedir (131).

Zehender ve ark., SSc hastalarinda ve bleomisin ile fibrozis indiiklenmis fare
modelinde TGF-B ve otofaji arasindaki iliskiye yonelik deri dokularinda ve in vitro
dermal fibroblastlarda arastirma yapmuslardir (132). SSc hastalarinin fibrotik deri
dokularinda IF yontem ile Beklinl ve ATG7 boyamalarinin kontrollere gore daha
fazla oldugu, p62 boyamasinin ise daha az oldugu tespit edilmistir. Ayrica SSc
hastalarnin deri dokularinda artmis Beklinl ve ATG7 mRNA ekspresyon, artmis
LC3 protein ekspresyon ve azalmis p62 protein ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
Bleomisin ile fibrozis indiiklenmis farelerin deri ve akciger dokularinda da artmis
Beklinl ve ATG7 mRNA ekspresyon ve azalmis p62 mMRNA ekspresyon diizeyleri
tespit edilmistir. SSc hastalarindan izole edilen dermal fibroblastlarda artmis LC3
protein ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. SSc hastalarindan izole edilen dermal
fibroblastlarda in vitro Beklinl'in asir1 ekspresyonu ile otofaji aktivitesi artmus,
miyofibroblasta diferansiyasyon uyarilmis ve kontrol fibroblastlarina gére TGF-f ve
kollajen salinimi artmistir. Ayrica bleomisin ile fibrozis indiiklenmis farelerde
Beklinl'in asir1 ekspresyonu otofajiyi aktive etmis, miyofibroblasta diferansiyasyon
uyarilmis, kollajen salimimi artmig, deri ve pulmoner fibrozis ilerlemistir. SSc
hastalarmin dermal fibroblastlarinda in vitro ATG7 veya Beklinl'in susturulmasiyla
otofajinin inhibe edilmesi sonucu kontrol fibroblastlarina gére miyofibroblastlarin
diferansiyasyonu ve Kkollajen salinimini azalmigtir. Bunun yaninda TGF-B, SSc
dermal fibroblastlarda Beklinl ve ATG7 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini
artirmig, P62 MRNA ve protein ekspresyon diizeylerini azaltmig, LC3 IF boyamasini
artirmigtir. Bu hiicrelerde SMAD3 geni susturuldugunda Beklinl ve ATG7 mRNA
ekspresyon diizeyleri arttig1 ve TGF-B’nin etkisinin SMAD?3 yolu {izerinden oldugu
belirtilmistir. Calismada ayrica TGF-, SSc dermal fibroblastlarda histon H4 lizin 16
histon asetiltransferaz (H4K16) MYST1 ekspresyonunu azaltarak otofajiyi
indliklemigtir. SSc hastalariin deri dokularinda MYST1 mRNA ve protein
ekspresyon diizeylerinin kontrol derilere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.
MYST1’in in vitro dermal fibroblastlarda ve in vivo farelerde susturulmasiyla TGF-
B’nin gosterdigi etkiler gibi Beklinl ve ATG7 mRNA ve protein ekspresyon
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diizeylerini artirmis, p62 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini azaltmistir.
MYST/!’in in vitro dermal fibroblastlarda ve in vivo farelerde asir1 ekspresyonunda
TGF-B’ya bagh otofajide goriilen etkiler ortadan kalmistir. Bu ¢aligsmanin sonuglari,
otofajinin SSc fibrozisinde 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Ayrica otofajinin
epigenetik mekanizmalar da diizenlendigini ve bu mekanizmalarin fibrozisin

ilerlemesine yonelik tedavi hedefi olabilecegini gostermektedir (132).

Frenger ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, 30 SSc hastasindan izole edilen
PBMC’lerde LC3 diizeylerinin saglikli kontroller ile farklilik gostermedigi
belirtilmistir. (133) Periferik kandan izole edilen B lenfositler kiiltiire edilmis ve in
vitro bafilomisinA1l ile inkiibe edildiginde LC3 diizeylerinin arttig1 gézlemlenmistir.
Ayrica periferik kandan izole edilen monositler MO, M1 ve M2 makrofajlara
diferansiye edilmis ve bu makrofajlara 6zgii belirtegler incelenmistir. Yapilan
analizlerde makrofajlarin M1 6zelliklerinin bozuldugu ve daha ¢ok M2 makrofaj
ozellikleri tasidigi tespit edilmistir. Bunun yaninda SSc hastalarindan hazirlanan MO
makrofajlarinda LC3 iligkili fagositoz aktivitelerinin saglikli kontrollere gore daha
az oldugu belirlemistir. LC3 iliskili fagositoz i¢inde otoantijenlerin bulundugu
apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde, inflamatuvar yanitin ve otoimmiinitenin
azaltilmasinda rol oynadigi belirtilmektedir (134). Bu c¢aligmanin sonuglari, LC3
iliskili fagositozun SSc patogenezinde inflamasyon ve otoimmiinitede rol oynadigini

gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM:
3.1. Aragtirmanin Tipi

Olgu-kontrol ¢alismasidir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Agustos 2021 ile Agustos 2022 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvar1 (ARLAB) ve Dokuz Eyliil
Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali immiinoloji-Romatoloji Bilim

Dali’nda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin érneklemi

Arastirma, olgu-kontrol ¢alismasi olarak planlanmistir. Olgu grubu i¢in Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Romatoloji Polikliniginde 2013
ACR/EULAR smiflandirma kriterlerine gore SSc tanis1 almis ve izlenmekte olan
hastalar dahil edilmistir. Calisma, %95 giliven araliinda ve %80 gii¢ alinarak

hesaplanan 6rnek biiyiikliigii géz ontine alinarak planlanmaistir.

3.4. Cahisma Materyali
SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerin periferik kan 6rneklerinden hazirlanan

mononikleer hiicrelerdir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

3.5.1. Bagimsiz degiskenler: SSc hastalart ve saglikli kontrollerin
PBMC’lerinde LC3, p62 ve Beklinl mRNA ve protein ekspresyon diizeyleridir.

3.5.2. Bagiml degiskenler: Olgu ve kontrol olma durumudur.

3.6. Veri Toplama Araglar::
3.6.1. Calismada Kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar
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Tablo 2. Projede kullanilan kimyasal malzeme ve kitlerin listesi

No | Ad Marka (Kat. No.) | Kullamim Amaci
1 | 96 kuyucuklu plak Greiner Ifrofelrl konsantrasyon
Ol¢iimii
2 | PBS Cegrogen (H0500- | b1 izolasyonu
540)
3 | Serolojik pipet Jet Biofill PBMC izolasyonu
- .. | New England .
4 | Total RNA Miniprep Kit Biolabs (T2010S) RNA izolasyonu
ProtoScript First Strand | New England .
S | CDNA sentez kiti Biolabs (E63005) | CONA sentez
iTaq universal SYBR .
6 Green supermix Bio-Rad (1725127) | Gergek zamanli PCR
PCR mikroplak (96 Axygen (PCR-96-
7 Kuyucuk) LP-AB-C) Gergek zamanli PCR
g | Akrilamid/bis-akrilamid | Sigma-Aldrich SDS-PAGE jel
hazirlanmasi
Applichem SDS-PAGE jel
° | TENGR (A1148,0025) hazirlanmasi
10 | APS Sigma (A3678) | SDSPAGE jel
hazirlanmasi
Applichem SDS-PAGE jel
11 & (A2263) hazirlanmasi
: Applichem SDS-PAGE jel
12| Tris (A1087) hazirlanmasi
. . Novus Biologicals -
13 | LC3 rabbit antikoru (NB100-2331) Western blot analizi
. . Novus Biologicals -
14 | p62 rabbit antikoru (NBP1-48320) Western blot analizi
i o Novus Biologicals o
15 | Beklinl rabbit antikoru (NB500-249) Western blot analizi
16 | B-Aktin goat antikoru fg?g; Cruz (sc- Western blot analizi
17 ECL Western blot Thermo Fisher Protein bandi
substrati (34580) goriintiilenmesi
Cell Signaling
18 | RIPA lizis tamponu Technology Hiicre lizisi
(9806S)
: ._ ... | Thermo Scientific | Protein konsantrasyon
19 | BCA protein analiz Kiti (23225) Sloiimii
Color Prestained Protein | New England
20 | standard Biolabs (7719S) SDS-PAGE
21 | PVDF membran Millipore Blotlama
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: Sigma Aldrich :
22 | Histopaque (10771) PBCM Izolasyonu
23 | Pipet uglar Greiner Pipetleme
. . . Cell Signaling
24 ;I:f(zﬁzzrre;lr:ﬂrig?lt Technology Western blot
(7074S)

Tablo 3. Projede kullanilan cihazlarin listesi

No Ad Marka Kullanim Amaci

1 | Santrifijj Hettich PBMC izolasyonu

2 | Santrifiij Hettich Rotofix 32 | PBMC yikanmast

3 | Nanodrop Thermo Scientific RNA . konsantrasyonu
Ol¢limii

Applied Biosystem S,

4 Gergek zamanli PCR 7500 Fast gPCR mRNA diizeyi 6l¢iimii

5 | Sogutmali santrifiij Sigma 2K15C RNA ve protein izolasyonu

6 | Vorteks Wised (VM-10) Cozeltilerin karistirilmasi

7 | Termal cycler Bio-Rad cDNA sentezi

8 | Distile su cihazi Reservoir USF-Elga | Saf su elde etme

9 Elektroforez sistemi | ATTO AE6220 Elektroforez

10 | Blotlama cihazi ATTO AE-6675 Membran transferi

11 | Mikroplak okuyucu Biotek Synergy HT I.?mfe".]. konsantrasyon
Olgiimii

12 | Gérimntiileme cihazi Vilber Lourmart | Protein bantlarinin

oruntuieme © Chemi-Smart 3000 | goriintiilenmesi

13 | Buzdolab1 Profilo Cozeltileri saklama

14 | Derin dondurucu Thermo Scientific RNA ve protein drneklerini
saklama

3.6.2. Arastirmaya dahil olma kriterleri

SSc hastalari igin:

18 yas ve iistii yas araliginda bulunmak.

ACR/EULAR kriterlerine gore SSc tanis1 almig olmak.
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e UCLA GIT 2.0 anketini doldurabilecek kapasitede okur yazar olmak.
Hastalarin SSc hastaligina 6zgii semptomatik ya da organ bazli almakta

olduklar1 tedavilerine herhangi bir miidahale yapilmamastir.

e SSc’de kullanilan immiinosiipresif tedaviler, kortikosteroidler, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar, periferik vazodilatator tedavileri gerekli oldugu

hallerde almaya devam etmislerdir.

Saglikli kontroller igin:

e 18 yas ve lstil yas araliginda bulunmak.

3.6.3. Arastirmadan diglama kriterleri

SSc hastalart igin:
e SSc disinda otoimmiin veya kronik bir hastalik (malignite, kronik bobrek
hastaligi, l16semi-lenfoma gibi malign hematolojik hastaliklar, diyabet,

pulmoner arteriyel hipertansiyon) bulundurmak.

Saglikli kontroller i¢in:
e Herhangi bir otoimmiin veya kronik hastalik (malignite, kronik bobrek
hastalig1, I6semi-lenfoma gibi malign hematolojik hastaliklar, diyabet,

pulmoner arteriyel hipertansiyon) bulundurmak.

3.6.4. Hasta ve kontrol periferik kan érneklerinin toplanmasi ve alt gruplarin

belirlenmesi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim Dali'nda takip edilen
18 yas istii, Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formunu (BGOF) imzalayarak goniillii
olmay1 kabul eden 81 SSc hastas1 Agustos 2021 ve Agustos 2022 tarihleri arasinda
calismaya dahil edilmistir. Deri tutulumunun derecesine gore SSc hastalar1 dcSSc (36
hasta) ve 1cSSc (45 hasta) olarak smiflandirilmigtir (72). SSc hastalar1 2013
ACR/EULAR siiflandirma kriterlerine gore smiflandirtlmistir  (71).  Deri
tutulumunun derecesi mRSS (0-51 skor aras1) kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica
SSc hastalar1t ATA ve ACA otoantikor pozitif veya negatif durumlarina gore

siiflandirilmistir. Diglama kriterleri (i) diger sistemik otoimmdiin hastaliklar veya
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overlap sendromlart (ii) tedavi edilmemis sistemik enfeksiyonlar (iii) altta yatan
maligniteler olarak belirlenmistir. Otoimmiin ya da kronik hastaligi olmayan 18 yas
istii 30 saglikli goniillii bu galismaya dahil edilmistir. Tim katilimcilardan yazili
bilgilendirilmis onam alinmistir. Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Onay numarast 2018/22-49, 13 Eylil 2018) ve Helsinki
Bildirgesi'ne gore gergeklestirilmistir. Calisma popiilasyonunun demografik ve klinik
parametrelerine iligskin veriler kaydedilmistir. SSc hastalarinin mevcut tedavileri de
toplanmustir. Hastalik baslangici, SSc'nin bildirilen ilk RP dis1 semptomundan bu yana

gecen siire olarak tanimlanmustir.

Periferik kan PBMC’lerin izolasyonu

Total RNA izolasyonu Protein izolasyonu

-
“~ -
.............. -

s LR

LC3, p62 ve Beklinl mRNA ekspresyon LC3, p62 ve Beklinl protein ekspresyon
diizeylerinin gercek zamanh PCR ile analizi diizeylerinin Western blot ile analizi

istatistiksel
analizler

Sekil 5. Deneysel protokollerin is akisi.

3.6.5. PBMC'lerin Izolasyonu

SSc  hastalarindan  ve saglikli  kontrollerden iki-potasyum  (K*?)
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (K™2-EDTA) tiiplerinde periferik venéz kan
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ornekleri toplanmistir. Kan 6rnekleri 1:1 (v/v) oraninda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) ile seyreltilip Histopaque (Sigma-Aldrich, MO, ABD) iizerine aktarilmistir.
Ardindan oda sicakliginda 30 dak boyunca 400 g'de en diisiikk ivmelenme ve sifir
frenlemeyle yogunluk gradyan santrifiijii yapilmistir. Santrifiij bittikten sonra PBMC
fraksiyonu toplanmis ve oda sicakliginda her biri 5 dakika olmak iizere 3 kez 1500

rpm'de santrifiijleme yoluyla PBS ile yikanmistir.

3.6.6. LC3, p62 ve Beklinl mRNA ekspresyonunun ger¢ek zamanl PCR ile

analizi
3.6.6.1. RNA izolasyonu

Total RNA, SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerin PBMC'lerinden Monarch
Toplam RNA Miniprep Kiti kullanilarak izole edilmistir. Hiicre pelleti lizerine kit
icerigindeki lizis tamponundan 300 pL eklenip pipetleme yapilarak homojenize
edilmistir. Par¢alanmis hiicrelerden olusan hiicre siispansiyonu, Kitte bulunan gDNA
Removal kolona aktarilmis ve 30 sn 16.000 g’de santrifiij yapilmistir. Daha sonra
kolon atilmis, santrifiij tiiplindeki siispansiyona 300 pL hacminde %99 molekiiler
kalitede etanol eklenmistir. Pipetleme islemi ile homojenize edilen 6rnek, Kitte yer
alan RNA saflastirma kolonuna eklenmis ve pipetleme yapilmistir. Pipetleme sonrasi
16.000 g’de 30 sn santrifiijlenerek RNA’larin silika kolona baglanmalar
saglanmigtir. Santrifiij sonrasi toplama tiiplinde kalan siv1 uzaklastirilmis, kolonun
igerisine kitte bulunan 300 pL. RNA yikama ¢6zeltisi eklenmis ve 16.000 g’de 30 sn
santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi uzaklastirilmis ve silika membran iizerine 80
uL hacminde DNAz eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan
kit icerigindeki Prime Buffer ile DNAz uzaklastirilmis ve yikama yapilmistir. Bu
amagla kolona 500 pL hacminde RNA yikama ¢ozeltisi eklenmis ve 30 sn siireyle
16.000 g ‘de santrifiij edilmistir. Ikinci kez yikama islemi i¢in 500 uL hacminde RNA
yikama ¢ozeltisi eklenmis ve 2 dk 16.000 g’de santrifiij edilmistir. Total RNA
izolasyonunun son agamasinda kolon yeni bir tiipe konulmustur. Kolon igerisine Kitte
bulunan niikleaz igermeyen sudan 40 pL eklenerek 16.000 g’de 30 sn santrifiij
yapilmis ve 2 uL. RNA konsantrasyon ve Kalite 6lgtimleri i¢in ayrilmistir. Tiipte kalan
RNA sonraki deneyler i¢in -80°C’ye kaldirilmistir. RNA konsantrasyon ve kalitesi
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NanoDrop spektrofotometresi ile &lgiilmiistiir. izole edilen RNA’larm saflig
A260/A280 ve A260/A230 oranlarinda degerlendirilmis ve 1.8 ile 2.2 arasinda olan
ornekler kaliteli olarak kabul edilmistir. iki dcSSc ve iki IcSSc hastasi, diisiik kaliteli

RNA o6rnekleri nedeniyle ¢alismaya dahil edilememistir.
3.6.6.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi 1 pg toplam RNA'dan ProtoScript Birinci Zincir cDNA Sentez
Kiti kullanilarak yapilmistir. RNA 6rneklerinin 6lgiilen konsantrasyonlarina gore 1
ug RNA’ya karsilik gelen hacim hesaplanmis ve RNaz igermeyen steril PCR
tiiplerine alinmistir. RNA iizerine 2 pL. Random Primer ve niikleaz icermeyen su
eklenmis ve total hacim 8 pL yapilmistir. Daha sonra RNA, 5 dk 70°C’de thermal
cyclerda inkiibe edilerek denatiire edilmistir. Tiip igerisine 10 uL M-MulLV
reaksiyon karigimi ve 2 uL M-MuLV enzim karigim1 eklenmis ve total hacim 20 pL
yapilmistir. Sentez, random primer i¢in 25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve enzim
inaktivasyonu i¢in 80°C’de 5 dk olacak sekilde thermal cyclerda gergeklestirilmistir.
Daha sonra sentezlenen cDNA tizerine 30 puL niikleaz icermeyen su eklenmis ve total
hacim 50 pL yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar sonraki deneyler i¢in -20°C’ye
kaldirtlmistir.

3.6.6.3. Ger¢cek zamanlhi PCR

Gergek zamanli PCR, iTaq evrensel SYBR Green siipermiks ve hedef genlere
0zgl primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu plakta her kuyucuk
igerisinde toplam hacim 10 pL olacak sekilde; 5 pl SYBR Green iceren 2X master
karigimi, 1 pL cDNA, 1 pL forward ve reverse primer ve 3 puL niikleaz igermeyen su
eklenmistir. Plagin tizeri optik adheziv film ile kapatilmis ve plak 1100 rpm’de 45 sn
santrifiij edilmistir. Ger¢ek zamanli PCR reaksiyonu i¢in 95°C’de 20 sn, 95°C’de 3 sn,
60°C’de 30 sn 40 dongii seklinde gergeklestirilmistir. Her genin ifade diizeyi 244
yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar gliseral-dehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)'a
gore normalize edilmistir. Gruplar arasi kat degisim farklar1 2 22¢T formiiliine gére

hesaplanmis ve relatif kat degisimi analizi yapilmstir (135).
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Tablo 4. Kullanilan primerlerin listesi

Gen sembolii Primer dizisi
F | 5-GAGCGAGTTGGTCAAGATCA-3'
MAP1LC3A
R | 5-TCCTCGTCTTTCTCCTGCT-3
F '_ - 1
SOSTM1/p62 5-CTGCCTTGTACCCACATCTC-3
R | 5.CCGATGTCATAGTTCTTGGTCTG-3
. F | 5-ACAGCTCCATTACTTACCACAG-3'
Beklinl
R | 5.GAATCTGCGAGAGACACCATC-3'
F '_ - 1
GAPDH 5-ACATCGCTCAGACACCATG-3
R | 5. TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3'

3.6.7. LC3, p62 ve Beklinl protein ekspresyonlarinin Western blot ile analizi
3.6.7.1. Protein izolasyonu

PBMC’lerdeki  hiicre lizatlari, RIPA  lizis tamponu kullanilarak
gerceklestirilmistir. 1X RIPA lizis tampon karisgimi; 10X RIPA lizis tamponu,
fenilmetilsiilfonil florir (PMSF) ve proteaz inhibitér kokteyli kullanilarak
hazirlanmigtir. Ardindan hiicre pelleti tizerine 200 uL. hacminde 1X RIPA lizis tampon
karisimi eklenmis, 15 sn pipetlenmis ve tiipe aktarilarak buz tizerine konulmustur. Tiip
her 5 dk arayla 30 sn vortekslenmis ve buz {izerinde bekletilmistir. Bu islemler, toplam
25 dk siire igerisinde devam ettirilmistir. Daha sonra +4°C’de 15.000 g’del5 dk siireyle
santrifiij edildikten sonra siipernatant faz alinip temiz bir tiipe aktarilmistir. Protein
konsantrasyon 6l¢limii i¢in 55 pL ayrilmis, kalan kisim sonraki deneyler i¢in -80°C’ye

kaldirilmistir.

3.6.7.2. Protein konsantrasyonu él¢iimii

Protein konsantrasyonu, bikinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti kullanilarak
belirlenmistir. Bu yontemde, orneklerdeki protein BCA c¢ozeltisiyle birlestiginde
mavi-mor tonunda renk degisimi gostermektedir. Kuyucuktaki  protein
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak renkte koyulagma meydana gelmektedir.

Olgiim sirasinda standart protein olarak albiimin kullanilmistir. Albiiminin stok
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konsantrasyonu olan 2000 pg/mL’den seri diliisyonlar ile 1500, 1000, 750, 500, 250,
125 ve 25 pg/mL konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan farkli alblimin standart
konsantrasyonlar1 ve Ornekler 96 kuyucuklu plak kuyucuklarina 25 ul. hacminde
albiimin yiiklenmistir. Daha sonra her kuyucuk igerisine 200 uL. hacminde BCA
reaktifi eklenmis ve karanlik bir ortamda 30 dk 60°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra absorbans degerleri 562 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucuda okutulmus ve 6rneklerdeki protein konsantrasyonlari pg/mL

olarak hesaplanmistir (136).

3.6.7.3. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein Ornekleri, hazirlanan %15°1lik ayirict jel ve %4’lik paketleyici jel
igerisinde yiirtitiilmiistiir. %15’lik ay1ric1 jel ve %4’°liik paketleyici jel bilesenlerinin

icerikleri Tablo 5 ve 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. SDS-PAGE igin %15°lik ayirici jel hazirlanmasi

Ayirici Jel (%15)
Akrilamid / Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) 10 mL
1.5 M Tris-HCI, pH: 8.8 5mL
%10 SDS 0.2 mL
Distile su 4.8 mL
%10 (W/v) APS 100 uL
TEMED 20 uL

Tablo 6. SDS-PAGE igin %4’liikk paketleyici jel hazirlanmasi

Paketleyici Jel (%04)
Akrilamid/ Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) 1.3mL
0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8 2.5mL
%10 (W/v) APS 50 L
Distile su 6.1 mL
%10 SDS 0.1 mL
TEMED 10 uL
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Tablo 7. 10X Yiiriitme tamponu hazirlanmasi

10X Yiiriitme Tamponu
Tris 151¢g
SDS 5g
Glisin 72 ¢
Saf su 1000 mL

Cam plaklar arasinda hazirlanan ayirici ve paketleyici jel polimerlestikten
sonra dikey jel elektroforez sistemine yerlestirilmistir. Daha sonra kuyucuklarin
icindeki taraklar g¢ikarilmis ve kuyucuklar distile su ile temizlenmistir. Tankin
icerisine 1 L hacimde 1X yiiriitme tamponundan eklenmis (tablo 7) ve jeldeki
kuyucuklara 20 pg/kuyucuk seklinde protein ornekleri ve 5 uL prestained protein
standard1 yiiklenmistir. Elektroforez sistemi giic kaynagma baglanmis ve 100 volt
sabit voltajda elektroforetik yiiriitme yapilmistir.

3.6.7.4. Blotlama, antikor uygulamasi, gériintiileme

Jeldeki proteinlerin blotlama islemi igin yar1 kuru transfer sistemi
kullanilmistir. Transferde kullanilan poliviniliden difloriir (PVDF) membran ve filtre
kagitlart jelin biiyiikligiine uygun olacak sekilde kesilmistir. PVDF membran
ultrasaf metanolde 5 dk fikse edilmis ve filtre kagitlariyla birlikte transfer tampon
igerisinde tutulmustur. Transfer islemi, 100 mA sabit akimda 110 dk olarak
yapilmistir. Transfer islemi tamamlandiktan sonra membran oda sicakliginda %35
(w/v) yagsiz siit tozu igeren TBST tamponu igerisinde 1 sa calkalayici lizerinde
bloklanmistir. Bu islem tamamlandiktan sonra bloklama ¢ozeltisi dokiilmiis ve 5 dk
2 kez TBST ile yikanmistir. Daha sonra membrani tamamen ortecek sekilde LC3A,
p62 ve Beklinl antikoru bulunan primer antikor soliisyonu eklenmis ve +4°C’de gece
boyu ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilmistir. Ertesi giin membran, 5 dk 3 kez TBST
ile yikanmis ve 1:2000 seyreltme ile horseradish peroksidaz konjuge sekonder
antikorla oda sicakliginda calkalayici iizerinde 60 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon

tamamlaninca 5 dk siireyle 3 kez TBST ile membran yikanmis ve membran {izerine
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Supersignal West Pico PLUS gelistirilmis kemiliiminesans reaktifi eklenmistir. Daha

sonra protein bantlar1 Chemi-Smart 5100 goriintiileme cihazinda dijital olarak

goriintiilenmis ve goriintiiler kaydedilmistir. B-aktin proteini 1:500 seyreltme ile

ylkleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bant yogunluklar1 ImagelJ yazilim1 (National

Institutes of Health, ABD) kullanilarak analiz edildi ve B-aktine gére normalize

edilmistir (137).

Tablo 8. Kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari

Antikor Marka Seyreltme
Oram
LC3A Novus Biologicals (NB100-2331) 1/1000
p62 Novus Biologicals (NBP1-48320) 1/1000
Beklinl Novus Biologicals (NB500-249) 1/1000
B-Aktin Santa Cruz sc-1615 1/500
Sekonder antikor Cell Signaling (7074) 1/2000

3.7. Arastirmanin plani

Tablo 9. Aragtirma Plani

Subat-Eyliil 2018

Etik kurul onay1

Ocak-Aralik 2019

Tez Onerisinin hazirlanmasi

Ocak-Haziran 2020

Tez Onerisi sunumu ve kabuli

Proje Onerisinin hazirlanmas1 ve DEU

BAP Koordinasyon Birimine bagvuru

Aralik 2020-Haziran 2021

Projenin kabul edilmesi

Malzeme alimlari

Temmuz 2021-Temmuz 2022

SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerin

PBMC’lerinin izolasyonu

Temmuz 2022-Mart 2023

PBMC’lerden total RNA ve protein

1zolasyonlar1

Gergek zamanli PCR ¢alismalari
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Mart-Aralik 2023 SDS-PAGE ve Western blot ¢alismalari
Aralik 2023-Haziran 2024 Istatistiksel analizler

Haziran-Kasim 2024 Tez yazim asamasi

3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Istatistik analiz i¢in SPSS 24 programi kullanilmistir (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Olgu ve kontrol gruplarindan elde edilen tanimlayici siirekli degiskenler
parametrik kosulda ortalama + standart sapma (SD) ve parametrik olmayan kosulda
medyan (min-maks) olarak ifade edilmistir. Kategorik degiskenler say1 (n) ve yiizde
olarak ifade edilmistir. Tek degiskenli analitik yaklasimda, olgu ve kontrol gruplari
arasindaki fark parametrik kosulda t-testi, parametrik olmayan kosulda Mann-Whitney
U testi ve frekans farklari i¢in ki-kare analizi ile analiz edilmistir. Olgular hastalik
sliresine gore 2 gruba ayrildiginda, 3 bagimsiz grubun (erken evre, ge¢ evre, kontrol)
farklar1 parametrik kosulda ANOVA ve parametrik olmayan kosulda Kruskal Vallis
testi ile karsilagtirllmigtir. SSc hastalar1 ve saglikli kontroller, alt gruplar, hastalik
stiresi, mRSS ve otoantikor durumu arasinda otofaji molekiillerinin ayirt edici
performansini belirlemek i¢in SPSS 29.0 paketi kullanilarak farkli modellerde alici
islem karakteristik (Receiver Operating Characteristic, ROC) egrileri ¢izilmistir.

0.05'ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.8. Arastirmanin Simirhhiklar:

Calismamiz kesitsel bir ¢alisma olarak tasarlanmistir. Bu nedenle
PBMC'lerde ATG molekiillerinin SSc hastalik ilerlemesinin prediktif biyobelirtegleri
olarak kullanilmasinin uygunlugunu belirlemek i¢in hastalarin takip edildigi
uzunlamasima ¢aligma gereklidir. Ikinci olarak, érneklem biiyiikliiklerimiz SSc'nin
diisiik prevalansi nedeniyle nispeten kii¢iiktiir. Ancak gii¢ analizinde hesaplanan olgu
ve kontrol sayilarina ulasilmistir. Uciinciisii, yeni tam1 almis hasta olmamasi

nedeniyle ilag kullanmamig hasta ¢alismaya dahil edilememistir.
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3.9. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

13.09.2018 tarih ve 2018/22-49 no’lu karar1 ile onaylanmistir (EK-1).
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4. BULGULAR

4.1. SSc hastalarimin ve saghkl kontrollerin bilgileri
81 SSc hastasindan (36 dcSSc hastasi, 45 1cSSc hastasi) ve 30 saglikh

kontrolden kan 6rnekleri toplanmis ve ardindan PBMC'ler izole edilmistir. Iki dcSSc

ve iKi IcSSc olmak tizere dort SSc hastasi (3, 33, 44 ve 55 numaral1 hastalar) diisiik

kaliteli RNA 6rnekleri nedeniyle ¢alismaya dahil edilememistir. Bu hastalardan izole

edilen protein drneklerinde ise Western blot analizi yapilmis, protein bant gériintiileri

elde edilmis ve sekillerde gosterilmistir (Sekil 16, 17, 19 ve 21). Ancak mRNA ve

protein sonuclar1 arasinda olugabilecek bias ve varyansi diglamak i¢in bu hastalarin

protein bant yogunluklari calismamizda istatistiksel analize dahil edilmemistir. Dort

hastanin dislanmasiyla 77 SSc hastasi ¢alismaya dahil edilmistir. Hasta ve saglikli

kontrol bilgileri Tablo 10 ve 11°de gdsterilmistir.

Tablo 10. SSc hasta bilgileri

Hra:zta SSc tipi | Cinsiyet (‘;115) siIi{:::sstia(l;l:l) mRSS | Otoantikor
1 diffiiz kadin 49 18 9 ATA
2 diffiiz kadin 68 14 42 ATA
3 diffiiz kadin 56 3 12 ATA
4 diffiiz kadin 66 4 18 ATA
5 diffiiz kadin 51 9 0 ATA
6 diffiiz kadin 66 17 0 ATA
7 diffiiz kadin 42 10 8 ATA
8 diffiiz kadin 71 4 18 ATA
9 diffiiz kadin 57 12 27 -
10 diffiiz kadin 52 17 6 ATA
11 diffiiz kadin 65 9 2 -
12 diffiiz kadin 55 5 18 ATA
13 diffiiz kadin 55 7 6 ATA
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14 diffiiz kadin 41 13 26 ATA
15 diffiiz kadin 74 7 10 ATA
16 diffiiz kadin 64 10 11 ATA
17 diffiiz kadin 69 14 14 ATA
18 diffiiz kadin 50 16 5 ATA
19 diffiiz kadin 44 12 5 ATA
20 diffiiz kadin 64 12 11 ATA
21 sinirli kadin 47 15 5 -

22 diffiiz kadin 55 3 16 -

23 diffiiz kadin 38 4 7 ATA
24 diffiiz kadin 81 13 21 ACA
25 diffiiz kadin 65 17 6 ATA
26 diffiiz erkek 52 9 6 ATA
27 diffiiz erkek 62 14 9 ACA
28 diffiiz kadin 56 5 16 -

29 diffiiz kadin 52 8 10 -

30 sinirl kadin 56 24 2 -

31 diffiiz kadin 58 14 6 ATA
32 siirl kadin 62 17 2 ATA
33 diffiiz kadin 63 19 7 ATA
34 diffiiz kadin 53 14 4 ATA
35 diffiiz erkek 58 9 4 ATA
36 siirl kadin 67 13 0 ACA
37 siirl kadin 54 7 0 ATA
38 siirl kadin 57 32 8 ATA
39 sinirl kadin 57 13 2 -

40 sinirl kadin 58 10 2 ACA
41 sinirl kadin 63 6 0 ATA

36



42 sinirli kadin 63 17 0 -

43 sinirli kadin 69 19 2 -

44 sinirli kadin 71 7 2 ACA
45 sinirli kadin 75 17 2 ACA
46 diffiiz erkek 60 15 6 ATA
47 diffiiz kadin 33 8 6 ATA
48 diffiiz kadin 28 7 12 ATA
49 sinirli kadin 70 7 4 ACA
50 sturlt kadin 63 15 4 -

51 sturlt kadin 85 23 0 ACA
52 sturlt kadin 54 3 0 ATA
53 sinirl kadin 57 17 2 ATA
54 diffiiz kadin 76 4 10 ATA
55 sinirl kadin 59 1 2 ACA
56 sinirl kadin 70 21 4 ACA
57 sinirl kadin 76 11 2 -

58 sinirl erkek 72 21 2 ATA
59 siirl kadin 70 13 0 ATA
60 siirl kadin 39 2 2 -

61 siirl kadin 43 12 2 -

62 siirl kadin 69 12 4 ACA
63 siirl kadin 52 11 0 -

64 siirl kadin 37 11 2 ACA
65 siirl kadin 73 14 0 ACA
66 siirl kadin 63 15 8 ACA
67 sinirl kadin 51 14 2 ACA
68 sinirl kadin 68 10 5 -

69 sinirl kadin 62 7 5 ATA
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70 sinirl kadin 54 7 2 -
71 sinirl kadin 69 5 0 -
72 sinirl kadin 46 7 5 ATA
73 sinirl kadin 43 6 4 -
74 sinirl kadin 64 11 3 ACA
75 sinirl kadin 47 8 2 ACA
76 sinirl kadin 61 4 1 ATA
77 sinirl kadin 64 16 2 ACA
78 sinirl kadin 51 6 0 ACA
79 sinirl kadin 46 3 0 ATA
80 sinirl kadin 70 8 2 ATA
81 sinirli kadin 43 3 0 ACA
Tablo 11. Saglikli kontrol bilgileri

Kontrol no Cinsiyet Yas (y1l)

1 Erkek 42

2 Erkek 42

3 Kadin 51

4 Kadin 41

5 Kadin 43

6 Kadin 40

7 Kadin 37

8 Kadin 49

9 Erkek 44

10 Kadin 40

11 Kadin 53

12 Kadin 52

13 Kadin 25

14 Kadin 34

15 Kadin 36

16 Kadin 38
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17 Kadin 46
18 Kadin 49
19 Erkek 60
20 Kadin 47
21 Kadin 58
22 Erkek 32
23 Kadin 48
24 Kadin 45
25 Kadin 41
26 Kadin 39
27 Kadin 50
28 Kadin 50
29 Kadin 24
30 Kadin 32

Calismaya dahil edilen SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerin demografik
ozellikleri Tablo 12’de sunulmustur. Dahil edilen hastalarin 72'si kadin (%93.5), 5'i
erkektir (%6.5). Calismada 43 1cSSc ve 34 dcSSc yer almaktadir. 77 SSc hastasinin
(72 kadin ve 5 erkek) ortalama yas1 ¢aligma sirasinda 58.3 + 11.5, 43 1cSSc hastasinin
ortalama yas1 59.3 £ 11.1 ve 34 dcSSc hastasinin ortalama yasi1 ¢alisma sirasinda 56.7
+ 12.0°dr. 30 saglikli kontroliin (25 kadin ve 5 erkek) ortalama yag1 42.9 + 8.6’d1r.

4.2. SSc hastalarimin ve saghklh kontrollerin demografik ozellikleri

Tablo 12. SSc hastalarinin ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

SSc hastalar1 (n=77) Kontrol grubu (n=30) p degeri
Yas (y1l) Diffiiz (34): 56.7 £ 12.0 <0.001*
42.9 +8.6
Siirli (43): 59.3 £11.1 <0.001*
Cinsiyet, n (%)
Kadin 72 (93.5) 25 (83.3) 0.087**
Erkek 5 (6.5) 5 (16.7)

Veriler, n (yiizde) veya ortalama + SD olarak gosterilmistir. *t-testi, **Yates ki-kare

diizeltmesi.
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4.3. SSc hastalarimin klinik ve laboratuvar o6zellikleri ve kullandiklari ilaglar
SSc hastalarinin klinik ve laboratuvar 6zelliklerinin dagilimi Tablo 13'te
gosterilmistir. 77 SSc hastasinin 34’1 (%44.2) dcSSc, 43’1 (%55.8) 1cSSc’dir. SSc
hastalarinin ortalama hastalik siiresi 11.3 &+ 5.7 yildir. SSc'de i¢ organ tutulumunun
genellikle hastaligin baslangicindan itibaren ilk 5 yil icinde meydana geldigi
bildirilmektedir (RP dis1 ilk semptom olarak tanimlanir) (122). SSc hastalari hastalik
stiresine gore 5 yildan kisa (0-5 yil) 13 SSc hastasi ve 5 yildan uzun (>5 yil) 64 SSc
hastas1 olarak siniflandirilmistir. 40 hasta (%51,9) ATA pozitif, 18 hasta (%23.4)
ACA pozitif ve 19 hasta (%24.7) ise her iki otoantikor i¢in negatiftir. SSc hastalari
ayrica mRSS'ye gore gruplandirilmistir. SSc hastalarinin medyan mRSS'si 4 olarak
yer almistir (0-42 skor arasi). Hastalar arasinda 36 (%46.7) kiside diisiik mRSS (0-
3), 32 (%41.6) kiside orta mRSS (4-14) ve 9 (%]11,7) kiside yliksek mRSS (>14) yer

almigtir. SSc hastalarinin ilaglari da tablo 13'te gosterilmistir.

Tablo 13. SSc hastalarinin klinik ve laboratuvar 6zellikleri ile kullandiklar ilaglarin

dagilimi1
Hastalik siiresi (y1l) ort + SD 11.3+5.7
0-5 y1l, n (%) 13 (16.9)
>5 yil, n (%) 64 (83.1)
SSc tipi, n (%)
Sinirh 43 (55.8)
Diffiiz 34 (44.2)
Antikor, n (%)
ATA 40 (51.9)
ACA 18 (23.4)
Negatif 19 (24.7)
MRSS medyan (min-maks) 4 (0-42)
mRSS 0-3, n (%) 36 (46.7)
mRSS 4-14, n (%) 32 (41.6)
mRSS >14, n (%) 9(11.7)
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Ilaclar, n (%)
Diisiik doz glukokortikoid 45 (58.4)
Methotreksat 18 (23.4)
Azatioprin 23 (29.9)
Mikofenolat mofetil 7(9.1)
Rituximab* 4(5.2)
Siklofosfamid* 4(5.2)
Kalsiyum kanal blokeri 56 (72.8)
Asetil salisik asit 56 (72.8)
Pentoksifilin 28 (36.3)
ERA (Bosentan) 8 (10.3)
PDE-5 inhibitor (Sildenafil/Tadalafil) 4 (5.2)
Nintedanib 1(1.3)
fliomedin 2 (2.6)

Veriler, n (ylizde) veya ortalama + SD veya medyan (min-maks) olarak gosterilmistir. *Gegmis tedavi
Oykiisi. 1eSSc, smirlt kutandz sistemik skleroz; dcSSc, diffiiz kutanoz sistemik skleroz; ATA, anti-
topoizomeraz | antikoru; ACA, antisentromer antikoru; mRSS, modifiye Rodnan deri skoru; ERA,

endotelin reseptor antagonisti; PDE-5, fosfodiesteraz 5 inhibitori.

4.4. SSc hastalarmin ve saghkh kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve
Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri

Yapilan ¢alismalarda otofaji mekanizmasindaki degisikliklerinin gesitli
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynadigini gostermistir (138). Otofaji
calismasindaki bozuklugun SSc patogenezinde de oOnemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (139). Arastirmamizda ilk olarak hem IcSSc hem de dcSSc alt
gruplarin dahil edildigi SSc hastalarinin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA
ve protein ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir ve Tablo 14’te istatistiksel olarak
anlamli veriler yer almaktadir. Sonuclarimiz, SSc hastalar1 ve saglikli kontroller
arasinda LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark gostermemistir (Sekil 6).
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Sekil 6. SSc hastalarinin ve saglikli kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in
MRNA ve protein ekspresyon diizeyleri. Kontroller i¢in n = 30, SSc hastalari igin n =

77. Her sembol ayr1 bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktasi ortalama + SD'dir.

4.5.1¢SSc ve deSSc hastalarimin ve saghkh kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62

ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri

SSc, deri tutulumunun dagilimina gore klinik olarak 1cSSc veya dcSSc olarak
tanimlanmaktadir. IcSSc'de deri kalinlagmasi distal ekstremitelerde ve yiizde meydana
gelmektedir. dcSSc'li hastalarda ise tiim uzuvlari, yiizii ve gévdeyi igeren daha yaygin
deri kalinlagmasi hastaligin baslangicini karakterize etmektedir (72). LC3 mRNA
ekspresyon diizeylerinin 1cSSc hastalarinda dcSSc hastalarina gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p = 0.026). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri de 1¢SSc
hastalarinda deSSc hastalarina ve saglikli kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur
(swrastyla p =0.025 ve p =0.013). p62 protein ekspresyon diizeyleri dcSSc hastalarinda
1cSSc hastalarina gore daha yiiksek bulunmustur (p = 0.005) (Sekil 7).
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Sekil 7. IcSSc ve deSSc hastalarinin ve saglikli kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62
ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri. Kontroller i¢in n = 30, 1cSSc
hastalar1 i¢in n = 45, dcSSc hastalar1 i¢in n = 36. Her sembol ayr1 bir 6rnegi temsil
etmektedir. Her veri noktasi ortalama + SD'dir. * p = 0.026, **p = 0.013, ***p = 0.025,
****p = 0.005.

4.6. Hastalik siiresi 5 yildan kisa veya 5 yildan uzun olan SSc hastalarinin ve
saghkl kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein

ekspresyon diizeyleri

SSc'deki i¢ organ tutulumunun ¢ogunlugu genellikle hastaligin baslangicindan
itibaren ilk bes yil iginde meydana geldigi belirtilmektedir (140). p62 protein
ekspresyon diizeylerinin, hastalik siiresi 5 yildan kisa olan SSc hastalarinda saglikli

kontrollere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (p = 0.047) (Sekil 8).
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Sekil 8. Hastalik stiresi 5 yildan kisa veya 5 yildan uzun olan SSc hastalarinin ve
saglikli kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinlin mRNA ve protein
ekspresyon diizeyleri. Kontroller i¢in n = 30, hastalik siiresi 5 yildan kisa olan SSc
hastalar1 i¢cin n = 13, hastalik siiresi 5 yi1ldan uzun olan SSc hastalar1 i¢in n = 64. Her

sembol ayr1 bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktas1 + SD’dir. *p = 0.047.

4.7. Hastalik siiresi 5 yildan uzun olan 1cSSc ve deSSc hastalarimin ve saghkh
kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein
ekspresyon diizeyleri

Hastalik siiresi 5 yildan uzun olan 1cSSc hastalarinda p62 mRNA ekspresyon
diizeyleri, hastalik siiresi 5 yildan uzun olan dcSSc hastalarina gore daha yiiksek
tespit edilmistir (p = 0.002). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri ayrica hastalik siiresi
5 yildan uzun olan IcSSc hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek

bulunmustur (p = 0.024). p62 protein ekspresyon diizeyleri hastalik siiresi 5 yildan
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uzun olan deSSc hastalarinda hastalik siiresi 5 yildan uzun olan IcSSc hastalarina

gore daha yiiksek saptanmustir (p = 0.004) (Sekil 9).
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Sekil 9. Hastalik siiresi 5 yildan uzun olan 1cSSc ve decSSc hastalarinin ve saglikli
kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinlin mRNA ve protein ekspresyon
diizeyleri. Kontroller i¢in n = 30, hastalik siiresi 5 yildan uzun olan 1cSSc hastalar1 i¢in
n = 37, hastalik siiresi 5 y1ldan uzun olan dcSSc hastalar1 i¢in n = 27. Her sembol ayr1
bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktasi ortalama + SD'dir. *p = 0.002, **p =

0.024, ***p = 0.004.

4.8. mRSS (0-3), (4-14) ve (>14) olan SSc hastalarinin ve saghkh kontrollerin
PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklin1'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri
mRSS, 17 farkli viicut bolgesindeki deri kalinliginin bir 6lgiisii olarak
kullanilmakta (toplam skor 0 ila 51 arasinda) ve 0 (normal) ila 3 (siddetli) arasinda
puanlanmaktadir. mRSS, deri fibrozisinin klinik siddetini ve kapsamini

degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (141). Avrupa Skleroderma Denemeleri ve
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Arastirmalart (EUSTAR) veri tabanindan elde edilen tahmin modelleri, tan1 anindaki
mMRSS'nin hastalik seyrinde koétii prognoz gostergesi oldugunu gostermistir (142). SSc
hastalart mRSS'ye gore gruplandirildiginda, LC3 mRNA ekspresyonunun mRSS (0-
3) olan hastalarda mRSS (4-14) olan hastalara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur
(p =0.019) (Sekil 10).
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Sekil 10. mRSS (0-3), (4-14) ve (>14) olan SSc hastalarinin ve saglikli kontrollerin
PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri.
Kontroller i¢in n = 30, mRSS (0-3) olan SSc hastalar1 i¢in n = 36, mRSS (4-14) olan
SSc hastalar1 i¢in n = 32, mRSS (>14) olan SSc hastalar1 i¢in n = 9. Her sembol ayr1

bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktasi ortalama + SD'dir. * p = 0.019.
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4.9. ATA veya ACA pozitif veya otoantikor negatif olan SSc hastalarinin ve
saglhikl kontrollerin PBMC'lerinde ve LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein

ekspresyon diizeyleri

Immiin sistemdeki anormalligin gostergeleri olan otoantikorlar, SSc'li hastalarin
%095'inden fazlasinda tespit edildigi belirtilmektedir. 2013 ACR/EULAR SSc
smiflandirma kriterleri, hastaliga 6zgii otoantikorlari puanlama Kriteri olarak dahil
etmistir (71). SSc hastalar1 ATA veya ACA pozitif veya otoantikor negatif olma
durumuna gore gruplara ayrildiginda, SSc hastalarinda LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA
ve protein ekspresyon diizeyleri gruplari arasinda farklilik tespit edilmemistir (Sekil
11).
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Sekil 11. ATA veya ACA pozitif veya otoantikor negatif olan SSc hastalarinin ve
saglikli kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinlin mRNA ve protein
ekspresyon diizeyleri. Kontroller i¢in n = 30, ATA pozitif olan SSc hastalari i¢in n =
40, ACA pozitifligi olan SSc hastalar1 i¢in n = 18, otoantikor negatifligi olan SSc
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hastalar1 i¢in n = 19. Her sembol ayr1 bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktasi

ortalama + SD'dir.

4.10. Hastalhk siiresi 5 yildan kisa veya 5 yildan uzun ATA pozitif SSc
hastalarinin ve saghkh kontrollerin PBMC'lerinde ve LC3, p62 ve Beklinl'in
mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri

ATA pozitifliginin SSc hastalarinda hastaligin siddeti ve i¢ organ tutulumu ile iligkili
oldugu belirtilmektedir (143). ATA pozitif SSc hastalarinda, p62 protein ekspresyon
diizeylerinin, 5 yildan kisa hastalig1 olan hasta grubunda, 5 yildan uzun hastalig1 olan

gruba gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (p = 0,033) (Sekil 12).
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Sekil 12. Hastalik siiresi 5 yildan kisa veya 5 yildan uzun olan ATA pozitif SSc
hastalar1 ve saglikli kontrollerin PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve
protein ekspresyon diizeyleri. Kontroller igin n = 30, hastalik siiresi 5 yildan kisa olan
ATA pozitif SSc hastalar1 i¢in n = 40, hastalik siiresi 5 yildan uzun olan ATA pozitif
SSc hastalar1 icin n =40. Her sembol ayr1 bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktast

ortalama + SD'dir. * p = 0.033.
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4.11. ATA pozitif 1cSSc ve dcSSc hastalarinin ve saghkh kontrollerin
PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri

ATA pozitifliginin dcSSc ile yakindan iligkili oldugu bilinmekle birlikte 1cSSc'li
hastalarda da bulunabildigi belirtilmektedir (144,145). p62 mRNA ekspresyonunun,
ATA pozitif 1cSSc hastalarinda, ATA pozitif dcSSc hastalarina ve saglikli kontrollere
gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (p = 0,011 ve p = 0,027) (Sekil 13).
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Sekil 13. ATA pozitif 1cSSc ve dcSSc hastalarinin ve saglikli kontrollerin
PBMC'lerinde LC3, p62 ve Beklinlin mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri.
Kontroller i¢in n = 30, ATA pozitif 1cSSc hastalar1 i¢in n = 36, ATA pozitif dcSSc
hastalar1 i¢in n = 36. Her sembol ayr1 bir 6rnegi temsil etmektedir. Her veri noktasi

ortalama = SD'dir. * p = 0.011, ** p = 0.027.

SSc hasta alt gruplari ve saglikli kontroller arasinda LC3, p62 ve Beklinl mRNA ve
protein ekspresyon diizeylerinde tespit edilen degisiklikler Tablo 14°te gdsterilmistir.
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Tablo 14. SSc hasta alt gruplart ve saglikli kontroller arasinda LC3, p62 ve Beklinl
mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinde tespit edilen degisiklikler

Bulgu p degeri
IeSSc’de deSSc’ye gore: LC3 mRNA 1 0.026
p62 mMRNA % 0.025
1eSSc’de kontrole gore: p62 mRNA 4 0.013
dcSSc’de IcSSc’ye gore: p62 protein 4 0.005
0-5 y1l SSc’de kontrole gore: p62 protein T 0.047
>5 yil IeSSc’de >5 y1l deSSc’ye gore: p62 mRNA 1 0.024
>5 yil 1eSSc’de kontrole gore: p62 mRNA T 0.002
>5 yil deSSc’de >5 yil 1eSSc’ye gore: p62 protein 1 0.004
0-3 mRSS’de >14 mRSS’ye gore: LC3 mRNA T 0.019
ATA pozitif 0-5 y1l SSc’de >5 yil SSc’ye gore: p62 protein 4 0.033
ATA pozitif IcSSc’de deSSc’ye gore: p62 mRNA 4 0.027
ATA pozitif 1cSSc’de kontrole gore: p62 mRNA1 0.011

1 . ekspresyon diizeyi yiiksek.

4.12. LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin ROC

egrisi analizleri

ROC egrileri, farklt modellerde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon
diizeylerinin sensitiviteleri ve spesifisitelerini degerlendirmek ig¢in kullanilmistir
(Sekil 11). Tablo 15 istatistiksel olarak anlamli ayirt etme performansi gosteren
modellerin ROC egrisi altinda kalan alanlarm1  (AUC), sensitivitelerini,
spesifisitelerini ve p degerlerini gostermektedir. p62 mRNA ekspresyon diizeyleri,
%86.7 spesifisite ile SSc hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda ayirt edici
bulunmustur (AUC 0.624, p = 0.047). LC3 ve p62 mRNA ekspresyon diizeyleri, LC3
icin %81,4 sensitivite ve p62 igin %86.7 spesifisite ile 1cSSc hastalar1 ve saglikli
kontroller arasinda ayrim yapmustir (AUC sirasiyla 0.642 ve 0.736 ve sirasiyla p =
0.040 ve p = 0.001). LC3 protein ekspresyon diizeyleri dcSSc hastalar1 ve saglikli
kontroller arasinda %73.3 spesifisite ile ayirt edici bulunmustur (AUC 0.660 ve p =
0.028). LC3, p62 ve Beklinl mRNA ekspresyon diizeyleri dcSSc hastalarini 1cSSc
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hastalarindan LC3 i¢in %90.0 spesifisite ve p62 i¢in %89.5 spesifisite ile ayirt etmistir
(AUC sirasiyla 0,702, 0,718 ve 0,649 ve sirastyla p = 0.002, p = 0.001 ve p = 0.025).
LC3 ve p62 protein ekspresyon diizeyleri de dcSSc ve 1cSSc hastalar1 arasinda LC3
icin %88.4 spesifisite ve p62 i¢in %91.2 sensitivite ile ayirt edici bulunmustur (AUC
sirasiyla 0.674 ve 0.686 ve sirasiyla p = 0.009 ve p = 0.005). LC3 ve Beklinl mRNA
ekspresyon diizeyleri, mRSS (>14) olan SSc hastalari ile LC3 igin %83.9 spesifisite
ve Beklinl i¢in %96.8 spesifisite ile saglikli kontroller arasinda ayrim yapmistir (AUC
sirasiyla 0.740 ve 0.727 ve sirastyla p = 0.025 ve p = 0.034). LC3 ve p62 mRNA
ekspresyon diizeyleri, mRSS (0-3) olan SSc hastalari ile saglikli kontroller arasinda
%91.4 sensitivite ile LC3 ve %80.0 spesifisite ile p62 i¢in ayirt edici bulunmustur
(AUC sirasiyla 0.647 ve 0.731 ve sirastyla p = 0.041 ve p = 0.001). LC3, p62 ve
Beklinl mRNA ekspresyon diizeyleri, mRSS (0-3) ve (>14) olan SSc hastalar
arasinda %97.2 LC3 spesifisite, %97.2 p62 spesifisite ve %94.4 Beklinl spesifisite ile
ayrim yapmistir (AUC sirasiyla 0.847, 0.817 ve 0.747 ve sirastyla p = 0.001, p = 0.002
ve p =0.018). LC3 protein ekspresyon diizeyleri ayrica mRSS (0-3) ve (>14) olan SSc
hastalar1 arasinda %80.0 sensitivite ve %86.1 spesifisite ile ayirt edici bulunmustur
(AUC 0.736, p = 0.024). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri, ACA pozitifligi olan SSc
hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda %86.1 spesifisite ile ayirt edicidir (AUC 0.798
ve p =0.001). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri, ACA pozitifligi olan SSc hastalarini
ATA pozitifligi olan SSc hastalarindan ayirt etmede %94.4 sensitiviteye sahiptir (AUC
0.719 ve p = 0.008). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri, 5 yi1ldan uzun hastalig1 olan
SSc hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda %87.9 sensitivite ile ayirt edici
bulunmustur (AUC 0.649 ve p = 0.020). p62 mRNA ekspresyon diizeyleri, 5 yildan
uzun hastaligr olan IcSSc hastalarmi saglikli kontrollerden ayirt etmede %86.7
spesifisiteye sahiptir (AUC 0.754 ve p = 0.001). LC3 ve p62 mRNA ekspresyon
diizeyleri, 5 yildan uzun hastalig1 olan dcSSc hastalari ile 5 yildan uzun hastaligi olan
1cSSc hastalar1 arasinda LC3 igin %94.6 spesifisite ve p62 i¢in %97.3 spesifisite ile
ayrim yapmistir (AUC sirastyla 0.652 ve 0.706 ve sirastyla p = 0.039 ve p = 0.005).
LC3 ve p62 protein ekspresyon diizeyleri ayrica, 5 yildan uzun hastalig1 olan dcSSc
hastalar1 ile 5 yildan uzun hastalig1 olan 1cSSc hastalar1 arasinda LC3 i¢in %89.2
spesifisite ve p62 i¢in %92.6 sensitivite ile ayrim yapmistir (AUC sirasiyla 0.648 ve
0.710 ve sirasiyla p = 0.045 ve p = 0.004).
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Sekil 14. SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve

protein ekspresyon diizeylerinin ROC egrisi analizleri ile ongoriisel anlamlilik

caligmasi. Grafikler, otofaji molekiilleri i¢in AUC ve p degerini igeren ROC egrilerini

gostermektedir. ROC: alic1 ¢aligma karakteristik egrisi; AUC: egri altindaki alan.
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Tablo 15. Farkli modellerde LC3, p62 ve Beklinl'in mRNA ve protein ekspresyon

diizeylerinin AUC, sensitivite, spesifisite ve p degeri

AUC p Sensitivite | Spesifisite
(%95 CI) degeri (%) (%)
Model 1 MRNA p62 0.624 (0.414-0.644) | 0.047 42.9 86.7
LC3 0.642 (0.511-0.733) | 0.040 81.4 43.3
Model 2 MRNA
p62 0.736 (0.623-0.850) | 0.001 51.2 86.7
Model 3 Protein LC3 0.660 (0.517-0.804) | 0.028 38.2 73.3
LC3 0.702 (0.575-0.829) | 0.002 71.9 90
mMRNA p62 0.718 (0.599-0.837) | 0.001 70.7 89.5
Model 4 Beklinl | 0.649 (0.522-0.776) | 0.025 32.4 40.5
] LC3 0.674 (0.548-0.799) | 0.009 50.0 88.4
Protein
p62 0.686 (0.569-0.804) | 0.005 91.2 39.5
LC3 0.740 (0.544-0.936) | 0.025 66.7 83.9
Model 5 mMRNA :
Beklinl | 0.727 (0.537-0.917) | 0.034 55.6 96.8
LC3 0.647 (0.514-0.781) | 0.041 91.4 32.3
Model 6 mRNA
p62 0.731 (0.610-0.851) | 0.001 80 54.8
LC3 0.847 (0.686-1.000) | 0.001 70 97.2
MRNA p62 0.817 (0.638-0.996) | 0.002 70 97.2
Model 7 i
Beklinl | 0.747 (0.585-0.910) | 0.018 50 94.4
Protein LC3 0.736 (0.518-0.954) | 0.024 80.0 86.1
Model 8 MRNA p62 0.798 (0.669-0.928) | 0.001 61.1 86.7
Model 9 MRNA p62 0.719 (0.586-0.853) | 0.008 94.4 45.0
Model 10 MRNA p62 0.649 (0.537-0.616) | 0.020 87.9 42.6
Model 11 MRNA p62 0.700 (0.531-0.869) | 0.039 63.3 40.6
p62 0.695 (0.529-0.861) | 0.048 51.9 0.0
Model 12 mRNA
Beklinl | 0.701 (0.539-0.863) | 0.042 66.7 76.9
Model 13 MRNA p62 0.754 (0.640-0.868) | 0.001 54.1 86.7
LC3 0.652 (0.503-0.800) | 0.039 48.1 94.6
MRNA
p62 0.706 (0.570-0.841) | 0.005 48.1 97.3
Model 14
] LC3 0.648 (0.507-0.789) | 0.045 44 .4 89.2
Protein
p62 0.710 (0.585-0.835) | 0.004 92.6 43.2

Parantez icindeki sayilar %95 giiven araligini temsil eder. CI, giiven araligi; AUC, egrinin altinda

kalan alan.
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Tablo 16. SSc hastalar1 ve saglikli kontrollerin ROC modelleri

Model 1 SSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup: SSc hastalar)

Model 2 1cSSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup: 1cSSc hastalari)

Model 3 dcSSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup: dcSSc hastalar)

Model 4 dcSSc ve 1eSSc hastalar (Pozitif grup: dcSSc hastalart)

Model 5 mRSS (>14) olan SSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup: mRSS
(>14) olan SSc hastalar)

Model 6 mRSS (0-3) olan SSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup: mRSS
(0-3) olan SSc hastalar1)

Model 7 mRSS (0-3) ve (>14) olan SSc hastalar1 (Pozitif grup: mRSS (>14) olan
SSc hastalar1)

Model 8 SSc hastalar1 ACA pozitifligi ve saglikli kontroller (Pozitif grup: ACA
pozitifligi olan SSc hastalar1)

Model 9 ACA pozitifligi ve ATA pozitifligi olan SSc hastalar1 (Pozitif grup: ATA
pozitifligi olan SSc hastalar1)

Model 10 5 yildan uzun siiredir hastaligi olan SSc hastalar1 ve saglikli kontroller
(Pozitif grup: 5 yi1ldan uzun siiredir hastalig1 olan SSc hastalari)

Model 11 ATA pozitifligi olan 1cSSc hastalar1 ve saglikli kontroller (Pozitif grup:
ATA pozitifligi olan 1cSSc hastalar1)

Model 12 ATA pozitifligi olan deSSc hastalar1 ve ATA pozitifligi olan IcSSc hastalar
(Pozitif grup: ATA pozitifligi olan deSSc hastalar1)

Model 13 5 yildan uzun siiredir hastalig1 olan 1cSSc hastalar1 ve saglikli kontroller
(Pozitif grup: 5 yildan uzun siiredir hastalig1 olan 1cSSc hastalar)

Model 14 dcSSc ve 1cSSc hastalar1 5 yildan uzun siiredir hastalik (Pozitif grup: 5

yildan uzun stiredir hastalig1 olan deSSc hastalar1)
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Hasta 1 4 5 6 kDa

062 —— i . 62
: >

Beklinl , . 55

LC31 | .

LC31I 15

Sekil 15. 1, 2, 4, 5 ve 6 numarali SSc hasta 6rneklerine ait Western blot analiz

goriintiileri
Hasta 7 8 10 11 12 13 kDa
p62 ——— ? L — | — 62
BEKHnl EEEG | S  ————— R — e S — 55
LC3 1 R — —— — 17
LC3 1l 15
42

Aktin | - S S S

Sekil 16. 7, 8, 9, 10, 11, 12 ve 13 numarali SSc hasta 6rneklerine ait Western blot

analiz goriintiileri
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Hasta 14 15 16 17 18 19 21 kDa

p62 [ 62
Beklinl P — ) A S  — — 55
LC3 | 17

LC3 Il . 15

Aktin ------qi

Sekil 17. 14, 15, 16, 17, 18, 19 ve 21 numaral1 SSc hasta orneklerine ait Western blot
analiz gortntiileri

Hasta 22 23 24 25 26 27 28 kDa
p62 - — RS - | m— | — W 62
Beklinl P T p— - S - 55
LC3 1 -— SR s S — ——— 17

15
LC3 I

42
Aktin | — e D T — —

Sekil 18. 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28 numaral1 SSc hasta drneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
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Hasta 29 31 33 34 35 46 47 kDa
p62 g - — 62
BekliNl | — ke WENE |
| — 17
LC31 o — |
' -
—
LC3 11 — 15
M i i —— —————
Sekil 19. 29, 31, 33, 34, 35, 46 ve 47 numaral1 SSc hasta drneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
Hasta 30 32 43 44 45 49 50 kDa
p62 — — | ————— .- — o e— — - — - 62
Beklinl — - o S— cm—— L — — L —— 55

LC3 1 e .

LC3 11 15

Aktin —‘----— 42

Sekil 20. 30, 32, 43, 44, 45, 49 ve 50 numaral1 SSc hasta orneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
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Hasta 36 37 38 40 41 42 kDa
p62 [ | B2
Beklinl | oo smss— o S T S—— 55
17
LC31 | s W . W — — —
LC3 11 15
L [ —— g
Sekil 21. 36, 37, 38, 39, 40, 41 ve 42 numaral1 SSc hasta drneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
Hasta 51 52 53 55 56 57 58 59 kDa
Beklinl — e S s WS- CSu—— o | 5
LC3 | -------‘ 17
LC3 11 - 15

Sekil 22. 51, 52, 53, 55, 56, 57, 58 ve 59 numarali1 SSc hasta 6rneklerine ait Western

blot analiz goriintiileri
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Hasta 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 kDa

Beklinl — — | — —— — —— —_— 55
LC3 1

— —— . —————— . —| 1T

o 15

LC3 1l

AN gy — —— S — S S — > - —

42

Sekil 23. 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 ve 70 numaral1 SSc hasta 6rneklerine
ait Western blot analiz goriintiileri

Hasta 3 20 48 54 kDa
p62 i e — 62
Beklinl .—_ — - a— 55
LC31

|
— — — — 17

LC3 I 15

AKIN | — G S —

Sekil 24. 3, 20, 48 ve 54 numarali SSc hasta 6rneklerine ait Western blot analiz
goriintiileri
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Hasta 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 kDa
p62 62
Beklinl J—  —— — 55
LC31 17
T —— — —

. 15
LC3 I
Aktin 42

S D — T —— — — ww W W

Sekil 25. 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80 ve 81 numaral1 SSc hasta 6rneklerine
ait Western blot analiz goriintiileri

Kontrol 1 2 3 4 5 6 7 kDa
p62 -w — L — - | 62
Beklinl — —
N — S— — — 55
LC31
— S ——— | 17
LC3 1l 15
Aktin 42

Sekil 26. 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 numaral1 saglikli kontrol 6rneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
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Kontrol 8 9 10 11 kDa

Beklinl | o Ssm— — —— 55
LC31 ’ S ——— |

15

LC3 1 -

AN | S———— "’
Sekil 27. 8, 9, 10 ve 11 numarali saglikli kontrol 6rneklerine ait Western blot analiz
goriintiileri

Kontrol 12 13 14 15 16 kDa

b,. | ———

Beklinl P — 55
LC3I ‘Il b ’ - q 17

£ | 1
LC3 11 . e

42

Aktin | e s e onet e

Sekil 28. 12, 13, 14, 15 ve 16 numarali saglikli kontrol 6rneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
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Kontrol 17 18 19 kDa

Pez B |

Beklinl — — — 55
15

LC3 11

AKtin - T |

Sekil 29. 17, 18 ve 19 numarali saglikli kontrol 6rneklerine ait Western blot analiz

goriintiileri
Kontrol 20 21 22 23 24 kDa
p62 > R— 62
LC31 17
S —
15
LC3 I
Aktin 42
e G GrES S e

Sekil 30. 20, 21, 22, 23 ve 24 numarali saglikli kontrol 6rneklerine ait Western blot
analiz goriintiileri
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Kontrol 25 26 27 28 29 30 kDa

p62 62

Beklinl 55

LC31 17
15

LC3 I

Aktin 42

Sekil 31. 25, 26, 27, 28, 29 ve 30 numarali saglikli kontrol 6rneklerine ait Western

blot analiz goriintiileri
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5. TARTISMA

SSc, klinik olarak heterojen 6zellikler gosteren kronik bag dokusu hastaligidir
(146). SSc’nin kesin etiyolojisi hala bilinmemektedir. SSc patogenezi; vaskiilopati,
otoantikor {iretimine yol agan immiinite anormallikleri ve deri ve i¢ organlarda
ilerleyici fibrozis ile karakterizedir. Hastaligin morbidite ve mortalite orani hala
yiiksek seyretmektedir (146).

Otofaji, hasarli organelleri ve yanlis katlanmis proteinleri yikim ve geri
donilisiim i¢in lizozomlara tasiyarak hiicresel homeostazi koruyan endojen bir
mekanizmadir. Otofaji mekanizmasindaki bozukluklarin kanser, nérodejeneratif,
kardiyovaskiiler, enfeksiydz, metabolik ve pulmoner hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (147). Yapilan ¢aligmalar otofajinin SSc hastaligt
patogenezinde de rol oynadigi1 gostermistir. Ancak SSc hastalarinin PBMC'lerinde
LC3, p62 ve Beklinl ekspresyon diizeylerinin hastalik alt tiplerini ayirt etmedeki
onemi, bu ATG molekiillerinin SSc hastalarinda deri tutulumunun siddetine katkis1
ve ekspresyon diizeylerinin hastalik siiresi ile karsilagtirilmasi konusunda bir

calismaya rastlanmamstir.

Bu arastirmada, SSc'li hastalarin PBMC'lerinde LC3 ve p62 ekspresyon
diizeylerinde degisiklikler saptanmistir. Bu degisiklikler, otofajinin SSc hastaligi
patogenezinde rol oynadigini gostermektedir. Caligmamizda LC3 ve p62 mRNA
diizeyleri, 1cSSc hastalarinda dcSSc hastalarina gore daha yiiksek ve p62 mRNA
diizeyleri 1cSSc hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek belirlenmistir.
Ayrica p62 protein ekspresyon diizeyleri dcSSc hastalarinda 1cSSc hastalarina gore
daha yiiksek tespit edilmistir. Otofajinin ilerlemedigi ve inhibe oldugu durumlarda
p62 molekiilii hiicrelerde birikmektedir. dcSSc hastalarinda tespit edilen daha yiiksek
p62 protein ekspresyon diizeylerinin otofajinin inhibe oldugunu ve deri fibrozisinin
siddeti ile iligkili olabilecegini gostermektedir. 1cSSc hastalarinda belirlenen daha
diisiik p62 ekspresyon diizeylerinin ise artan otofajik akisa bagli p62 degradasyona
bagli olabilecegini gostermektedir. Ayrica p62 mMRNA ekspresyon diizeylerinin SSc
hastalarini saglikli kontrollerden ayirt etme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.
Bunun yaninda LC3 ve p62 mRNA ekspresyon diizeylerinin lcSSc hastalarini

saglikli kontrollerden ayirt etme potansiyelinin bulundugu tespit edilmistir. LC3 ve
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p62 mRNA ve protein diizeylerinin dcSSc hastalarini IcSSc hastalarindan ayirt etme

potansiyelinin oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar, SSc patogenezinde otofaji mekanizmasinin rol oynadigin
gostermistir. SSc hastalarinin deri punch biyopsilerinde yapilan calismada, IF
yontemle LC3 boyamasi tespit edilmis, ancak saglikli kontrollerde LC3 boyamasi
belirlenmemistir. Ayrica hastalik siiresi daha kisa olan hastalarin LC3 boyanmasinin
daha yogun oldugu, hastalik siiresi uzadikga LC3 boyanmasinin yogunlugunun
azaldig1 da belirtilmistir (122). Dumit ve ark. tarafindan yapilan in vitro ¢calismada 3
SSc hastasindan hazirlanan primer dermal fibroblastlarda, LC3 proteini
ekspresyonunun saglikli kontrolden hazirlanan dermal fibroblastlara gére daha diisiik
oldugu gosterilmis ve azalmig otofajinin ECM proteinlerinin birikmesine neden
oldugu belirtilmistir (123). Liu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ilk kez tan1 almis
5 SSc hastasinin dermal biyopsi orneklerinin transmisyon elektron mikroskobu
incelemesinde, SSc hastalarmin fibrotik dermisinde kontrol grubuna goére artmis
saylda otofagolizozom tespit edilmistir (126). Ayrica SSc hastalarindan izole edilen
dermal fibroblastlarda LC3, COL-I ve CTGF protein ekspresyon diizeylerinin normal
fibroblastlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (126). Mori ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada, bleomisin enjekte edilen farelerin dermal tabakalarinda dort hafta
sonunda fibrozis tespit edilmistir (127). Bleomisin uygulanan farelerin dermisinde
LC3 pozitif punkta sayisinin PBS enjekte edilen farelere gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ayrica sklerotik faz SSc hastalarinda dermal fibrozisin 6dematdz SSc
hastalarina gore daha siddetli oldugu, alt dermiste {ist dermise gore daha yogun
kollajen demetlerin bulundugu bildirilmistir. Sklerotik SSc hastalarinin  alt
dermisinde LC3 pozitif punkta sayisi kontrollerin dermisine, 6dematdz SSc ve
sklerotik SSc hastalarin iist dermisine gore daha fazla tespit edilmistir. Bu sonuglar
SSc'nin sklerotik fazinda bozulmus otofajiyi ve bunun hastaligin ilerlemesi
tizerindeki potansiyel etkisini digiindiirmektedir (127). Zehender ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada, SSc hastalarinin fibrotik deri dokularinda IF yontem ile Beklinl
ve ATG7 boyamalarinin kontrollere gére daha fazla oldugu, p62 boyamasinin ise
daha az oldugu tespit edilmistir (132). Ayrica SSc hastalarinin deri dokularinda
artmis Beklinl ve ATG7 mRNA ekspresyonu, artmig LC3 protein ekspresyonu ve
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azalmig p62 protein ekspresyonu diizeyleri saptanmistir. Bleomisin ile fibrozis
indiiklenmis farelerin deri ve akciger dokularinda da artmis Beklinl ve ATG7 mRNA
ekspresyonu ve azalmis p62 mMRNA ekspresyonu diizeyleri tespit edilmistir. Bu
farelerde in vivo Beklin1'in asir1 ekspresyonu otofajiyi aktive etmis, miyofibroblasta
diferansiyasyon uyarilmig, kollajen salinimi artmuis, deri ve pulmoner fibrozis
ilerlemigtir. SSc hastalarindan izole edilen dermal fibroblastlarda artmis LC3 protein
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. SSc hasta dermal fibroblastlarinda in vitro
Beklinl'in asir1 ekspresyonu ile otofaji aktivasyonu sonucu miyofibroblasta
diferansiyasyon uyarilmis ve kontrol fibroblastlarina gére TGF-3 ve kollajen salinim1
artmigtir. SSc hasta dermal fibroblastlarinda in vitro ATG7 veya Beklinl'in
susturulmasiyla ise otofajinin inhibe edilmesi sonucu kontrol fibroblastlarina gore
miyofibroblastlarin  diferansiyasyonu ve Kollajen salinimini azalmistir. Bu
calismanin sonuglari, otofajinin SSc fibrozisinde ©nemli rol oynadigini

gostermektedir (132).

Yukarida belirtilen ¢alismalar in vivo olarak insan ve fare derisinde ve in vitro
olarak dermal fibroblastlarda gerceklestirilmis olmakla birlikte SSc hasta
PBMC'lerinde tespit ettigimiz LC3 ve p62 eckspresyon degisiklikleri SSc'de
otofajinin bozulduguna dair 6nceki ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur. Yapilan bir
calismada, SSc hastalarin PBMC’lerinde LC3, Beklinl ve ATG3 mRNA
ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrollere gére daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(128). Ancak bu arastirmada SSc hastalarinin alt gruplari, hastalik siiresi, siddeti ve
antikor profiline yonelik bir calisma yapilmamistir. Liu ve ark. tarafindan
biyoinformatik teknikler kullanilarak yapilan ¢calismada, SSc ile baglantili 12 otofaji
ile iligkili farkli gen ekspresyonu (DEG) tanimlanmustir (148). Bu 12 otofaji iligkili
DEG arasinda CD93 ve SFRP4'iin yiiksek sensitivite ve spesifisite gosterdigi
belirlenmistir. U¢ SSc hastasinin kanindaki CD93 ve SFRP4 mRNA ekspresyon
diizeylerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (148).

SSc'de i¢ organ tutulumunun ¢ogu genellikle hastaligin baslangicindan itibaren
ilk bes yil iginde ortaya ¢ikmaktadir (ilk RP dis1 semptom olarak tanimlanmaktadir)
(140). SSc hastalarini hastalik siiresine gore gruplara ayirmak tarama ve tedavi

stratejilerine olanak saglamaktadir. Calismamizda SSc hastalar1 hastalik siiresine
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gore 5 yildan kisa (0-5 yil) ve 5 yildan uzun (>5 yil) olarak siniflandirilmistir.
Hastalik siiresi 5 yildan kisa olan SSc hastalarinda p62 protein ekspresyon diizeyleri
saglikli kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug hastalik siiresi kisa
olan SSc hastalarinda otofajinin inhibe oldugunu diisiindiirmektedir. Hastalik stiresi
5 yildan uzun olan 1cSSc hastalarinda, p62 mRNA ekspresyon diizeyleri 5 yildan
uzun hastaligi olan dcSSc hastalarina ve saglikli kontrollere gore daha yiiksek
saptanmustir. Ayrica hastalik siiresi 5 yildan uzun olan dcSSc hastalarinda, p62
protein ekspresyon diizeyleri 5 yildan uzun hastaligi olan 1cSSc hastalarina gore daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ dcSSc hastalarinda otofajinin inhibisyonunu
diistindiirmektedir. Bunun yaninda p62 molekiiliiniin deri fibrozisi i¢in bir belirteg
olabilecegini gostermektedir. Ayrica, p62 mRNA ekspresyon diizeylerinin hastalik
stiresi 5 yildan uzun olan SSc hastalarim1 saglikli kontrollerden, hastalik siiresi 5
yildan uzun olan 1cSSc hastalarint saglikli kontrollerden ayirt etme potansiyeline
sahip oldugu belirlenmistir. LC3 ve p62 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin,
hastalik siiresi 5 y1ldan uzun olan dcSSc hastalarini hastalik siiresi 5 yi1ldan uzun olan
1cSSc hastalarindan ayirt etme potansiyeline sahip oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
LC3 ve p62'nin hastalik siiresi 5 yildan uzun olan dcSSc hastalari ile hastalik siiresi

5 yildan uzun olan 1cSSc hastalarini ayirt edebilecegini gostermektedir.

Deri kalinligmin bir dlgiisii olan mRSS, deri fibrozisinin klinik siddetini ve
yayginlhigini degerlendirmek i¢in ve klinik ¢aligmalarda birincil sonug Sl¢iitii olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (141). LC3 mRNA ekspresyon diizeyleri, mRSS (0-
3) olan hastalarda mRSS (4-14) olan hastalara gore daha yiiksek saptanmistir. Bu
sonucun daha hafif deri tutulumu olan hastalarda artmis otofagozom olusumunu veya
azalmig otofagozom degradasyonunu yansittigi diisiiniilmektedir. Ayrica LC3 ve
Beklinl mRNA ekspresyon diizeylerinin mRSS (>14) olan SSc hastalarin1 saglikli
kontrollerden ayirt etme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. LC3 ve p62
MRNA ekspresyon diizeylerinin mRSS (0-3) olan SSc hastalarmi saglikli
kontrollerden ayirt etme potansiyeline sahip oldugu saptanmistir. LC3, p62 ve
Beklinl mRNA ekspresyon diizeylerinin mRSS (0-3) olan SSc hastalarini mRSS
(>14) olan SSc hastalarindan ayirt etme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.
LC3 protein diizeylerinin de mRSS (0-3) olan SSc hastalarint mRSS (>14) SSc
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hastalarindan ayirt etme potansiyeline sahip oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, LC3
ve p62 ekspresyon diizeylerinin hastalart mRSS’a gore ayirt edebilecegini
gostermektedir. LC3, p62 ve Beklinl mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri, ATA
veya ACA pozitifligi veya otoantikor negatifligine gore ayrilan hasta gruplari
arasinda anlaml farklilik gostermemistir. Bununla birlikte p62 protein ekspresyon
diizeyleri, hastalik siiresi 5 yi1ldan kisa olan ATA pozitif SSc hasta grubunda, hastalik
stiresi 5 yildan uzun olan ATA pozitif SSc hasta grubuna gore daha yiiksek tespit
edilmistir. Bu sonu¢ p62'nin erken otoimmiin aktivasyon igin bir belirteg
olabilecegini gostermektedir. ATA pozitif olan 1cSSc hastalarinin ATA negatif olan
1cSSc  hastalarina gore dcSSc gelistirme olasiligmin  daha yiikksek oldugu
gosterilmigtir (149). ATA pozitif 1cSSc hastalarinda daha yiiksek p62 mRNA
ekspresyon diizeylerinin daha ilerleyici bir hastalik seyri ile iliskili olabilecegi ve
artmis immiin sistem aktivasyonu ve yeniden doku sekillenmesini yansitabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica p62 mRNA ekspresyon diizeylerinin ACA pozitif SSc
hastalarin1 saglikli kontrollerden ayirdig: tespit edilmistir. p62 mRNA ekspresyon
diizeylerinin ATA pozitif SSc hastalarint ACA pozitif SSc hastalarindan ayirdig1 da
saptanmistir. Sonuglarimiz p62'nin hastalart antikor durumlarma gore ayirt

edebilecegini gostermektedir.

Interstisyel akciger hastaligi (IAH) SSc'de en sik goriilen akciger tutulumudur
ve hastalikla iliskili 6liimlerin 6nde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir (150).
Pulmoner fibrozis SSc hastalarinin yaklasik %80'inde gorilmektedir (151).
Nintedanib, antifibrotik etkiye sahip tirozin kinaz inhibitdriidiir. Idiyopatik pulmoner
fibrozis fibroblastlarinda ECM salgilanmasini azalttigi ve TGF-B sinyalini inhibe
ettigi ve Beklinl bagimli, ATG7'den bagimsiz otofajiyi indiikledigi gosterilmistir
(152). Yapulan klinik ¢alismada Nintedanib'in SSc hastalarinda akciger hastaliginin
ilerlemesini yavaslattigi gosterilmistir (153). Nintedanib, 2019 yilinda Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan SSc- IAH tedavisi i¢in onaylanmistir (154).
Calismamizin sonuglari, SSc i¢in su anda kullanilan tedavi segenekleri yaninda
otofajiyi modiile edici tedavi stratejileri gelistirmenin hastalar agisindan umut verici

bir yaklasim olabilecegini gostermektedir.
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Wilhelm ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, lupuslu hastalarin serumunda,
saperon aracili otofaji yoluyla par¢alanmasi hedeflenen sitozolik proteinler i¢in bir
reseptOr olan lizozomal iligkili membran proteini 2A (LAMP2A ) ile reaksiyona
giren otoantikorlarin varligi tanimlanmistir (155). LAMP2A ile reaksiyona giren
otoantikorlarin ~ MRL/lpr  farelere uygulanmasinin  hastaligin  ilerlemesini
hizlandirdig1 gosterilmistir (138). SSc hastaliginda da otofaji otoantijenlerine yonelik
otoantikorlarin tanimlamasinin otofajinin SSc patogenezindeki roliinii aydinlatmada

ve yeni terapotik hedefleri belirlemede 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

SSc, hastalar arasinda klinik 6zellikler, hastaligin ilerleme hizi ve tedaviye
yanit acisindan degiskenlik goOsteren otoimmiin bir hastaliktir. Calismamizin
sonuglari, otofajinin dcSSc hastalarin1 1cSSc hastalarindan ayirt etmede Onemli
oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda otofajinin deri tutulumunun siddeti ve
hastalik siiresine gore hasta alt gruplarini ayirt etmede de énemli bir rolii oldugunu
da gostermektedir. Bu sekilde hastaligi tedavi etmeye yonelik otofajiyi modiile eden
ilaglar gelistirilebilir. Ayrica hastalarda otofaji diizeylerinin tespit edilmesiyle
hastalik alt gruplar1 ayirt edilerek ve hastalik siddeti belirlenerek dogru tedavi
yontemleri uygulanmasi saglanabilir.

Hastalarin otofaji diizeylerinin hastaligin seyrini belirlemedeki roliiniin
aragtirilmasi i¢in uzunlamasina galisma yapilarak prediktif modeller olusturulmasi

planlanmaktadir.
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Kurulug: PLASTIK, REKONSTROUKTIF VE ESTETIK CERRAHI AMABILIM DALI, Destek
Alnan Kurulug: DOKUZ EYLOL UNIVERSITESI [Yurt igi) (Devam ediyor) .

KURUMSAL (BAP VB, BURSIYER, Sistemik Skleroz Hastalannda Al Gruplar ve
Hastalw Siiresi lle Otofaji Aramindaki iligkinin Aragtnimasi, Yiiritilen Hurulug:
Dokuz Eylil Universitesi Molekiller Tip Anapilim Dah, Destek Shnan Hurulug:
DOKUZ EYLOL ONIVERSITESI (Yurt i) (Devam ediyor)

TEMEL ARARSTIRMA, ARASTIRMALI, Sistemik Sklerozis Hastalannda NEKT-NLRPZ
inflamazom Yelaginin Ekspresyonu ve Fibrozis ile iliskisi, Yoritilen Kurulus: Dokuz
Eylil Universitesi Romatolgji Anabilim Dal (Sistemde kaymh olmayan kurulug)
[Sistemnde kayith clmayan kurulus), Destek Abnan Kurulug: DOKUZ EYLOL
UNINERSITES] (Yurt igi) . 01 Aralx 2020, 01 Temmuz 2023.

KURUMSAL [BAP V.B], ARASTIRMACI Biyokdmir Uygulamalanmin, Toprak
Tuzlulufunun Bitkide Megatif Ewkilerini lyilestirme Potansiyelinin Aragtinimas.
YiirGtilen Kurulug: Ege Universitesi Biyoloji Bélimi (Sistemde kayrth clmayan
kurulug), 01 Nisan 2015, 01 Arakk 2016

Universite, Kurum wveya Kuruluglann Verdigi Odiller, Uluslararas; 45 FEBS
Kongresi Geng Bilim insani Bursu, Kongreye kayit ve sézli sunum, Oail Abnan
Kurum: Federation Of European Biochemical Sodeties [Sistemde kayrth clmayan
kurulug), SLOVENYA, 03 Temmuz 2021.

Universite, Kurum wveya Kuruluslann Verdigi Odiller, Ulusal, YOK 10042000
Doktora  Bursu, Doktora swrasinda burs  destegi, Odil Abnan  Kurum:
YUKSEKGGRETIM KURULU BASKANLIGI , TURKIYE, 25 Agustes 2017

2235ELE, Sistemik Skleroz Hastalannda Alt Gruplar ve Hastalik Siresi ile Otofaji
Arasindaki iliskinin Arastinlmas:, YGritici, Yirdrikte, SBAG - Saglik Bi?li?mler?
Arastirma Destek Grubw, 1002 - Hizh Destek £ Hizh Destek - B, ARDEB, Projeye
Katlma/Aynlma Tarinleri: 01.12.2023 - [l Proje Baglangg/Bitiy Tarihleri
01.122023 - 01.06.202L.
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EK-3: VERI TOPLAMA FORMU ORNEGI

VERIi KAYIT ORNEGi FORMU

HASTA BiLGILERI

HASTA KODU:

TLF:

YAS:

iLK TANI TARIHi:

MODIFiYE RODNAN DERi
SKORU:

UCLA-GIT 2.0 ANKET SKORU:

KULLANILAN iLACLAR:
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EK-4: BILGILENDIiRILMIiS GONULLU ONAM FORMU ORNEGI

1. Calismanin adu:

Sistemik Skleroz Hastalarinda Alt Gruplar ve Hastalik Siiresi ile Otofaji Arasindaki iligkinin
Arastirilmasi

2. Arastirmacilarin adlari, kurumlari ve iletisim numaralarr:
Dr. Ogretim Uyesi Mehtap YUKSEL EGRILMEZ

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dali

Prof. Dr. Ahmet Merih BIRLIK

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Immunoloji-Romatoloji
Bilim Dali

3. Arastirma amacinin anlasilir ve 6zet aciklamasi:

Hastaligimizla ilgili bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Liitfen biraz zaman ayirin ve
asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun, isterseniz baskalariyla tartisin. A¢ik olmayan bir béliim varsa
ya da daha ayrintili bilgiye ihtiya¢ duyuyorsaniz liitfen bizi arayin. Ancak arastirmaya katilmak
isteyip istemediginize karar vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin.

Sistemik skleroz hastalig1 nadir goriilen bir hastalik olmasi nedeniyle, gliniimiizde hastalikla ilgili
bilgimiz smirli kalmistir. Bu yiizden hastalifin tanist ve tedavisi igin sizin gibi hastalarin
katilimiyla arastirma yapmak ileride daha erken tan1 koymamiz ve hastaligi tedavi edebilmemiz
icin bilgi edinmemizi saglayacaktir. Bu c¢alismada hastalia yol a¢tigimi diislindiigliimiiz
mekanizmay1 arastirmak istiyoruz. Bu amagla kanda arastiracagimiz molekiiller araciligi ile
hastaliginizin mekanizmasini inceleyecegiz. Bdylece ileriki zamanlarda hastaliginizin nasil
seyredecegini tahmin edebilmemize olanak saglanacaktir.

4. Neden ben secildim?

Sistemik skleroz hastaligi tanisi1 konuldugu ve bu nedenle Romatoloji polikliniginde takip
edildiginiz i¢in bu ¢aligmaya segildiniz. Bu ¢alismaya, sizin de dahil oldugunuz, yaklasik 52
sistemik skleroz hastasi ve 52 kontrol goniilliisii kisinin katilmas1 planlanmaktadir.

5. Arastirmaya katilmak / bir kez katildiktan sonra sonuna kadar devam etmek zorunda
miyim?

Arastirmaya goniillii olarak katilmaktasiniz. Katilmay1 reddettiginizde ya da kabul ettikten sonra
vazgegctiginizde herhangi bir yaptirim (para cezasi veya kinama) uygulanmayacaktir. Caligmadan
ayrilmanizin ¢aligmaya herhangi bir zarari olmayacaktir. Hastaligimiz icin tedaviniz takip
edilmekte oldugunuz Romatoloji kliniginde eskisi gibi devam edecektir.
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6. Arastirmanin nerede yapilacagi:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvar1 ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklari  Anabilim Dali  Immiinoloji-Romatoloji ~ Bilim  Dali’nda
gerceklestirilecektir.

7. Arastirmanin baslama tarihi ve 6ngoriilen siiresi:
Haziran 2021, 1 y1l
8. Katilmay1 kabul edersem bana ne yapilacak?

Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz, poliklinik kontrolleriniz sirasinda bilgilerinizin
kaydedilecegi bir form doldurulacaktir. Bu formda yasiniz, hastaliginizin ne zaman ortaya ¢iktigi,
kullandiginiz ilaglar, deri muayene bilgileriniz ile ilgili bilgiler yer alacaktir. Rutin kontrolleriniz
sirasinda alinan kan 6rnegine ek kan 6rnegi alinacaktir. Bu kan 6rnegi rutin laboratuvar islemleriniz
sirasinda bir kez alinacak ve tekrar islem yapilmayacaktir. Arastirmanin sonunda sizin gibi
hastalardan toplanilan ek kan 6rneginde hastaliginizin mekanizmasimi agiklayacak molekiiller
arastirilacaktir. Arastirma i¢in ayiracagimiz zaman poliklinik kontrolleriniz sirasinda yaklasik yirmi
dakikadir. Kan 6rnegi disinda arastirma i¢in yapilacak islemler rutin kontrolleriniz sirasinda
yaptigimiz islemlerle aymidir. Sizden alinacak olan kan Ornegi baska bir calismada
kullanilmayacaktir. Kontrol grubu goniilliilerden de bir kez kan alinacaktir. Bu alinan kan normal
hastaneye geldiginizde yapilan basit rutin incelemelerinde alinan kan isleminden daha fazla risk
tasimamaktadir. Kan &rnekleriniz, Dokuz Eyliil Universitesi Merkez Laboratuvarinda almacaktir.
Alinan 6rnekler ¢alisma bitiminde imha edilecektir.

9. Arastirmaya katilmanin olas1 dezavantajlari ve riskleri nelerdir?
Aragtirmaya katilmanizin sizin aginizdan herhangi bir riski bulunmamaktadir.
10. Arastirmaya katilmanin olasi yararlari nelerdir?

Arastirmaya katilmanin size hemen donecek bir faydasi bulunmamaktadir. Hastaliginiz nadir
goriilen bir hastalik oldugundan, arastirma sonucunda elde ettigimiz bilgiler sizin gibi hastalarin
tanisina ve tedavisine katki saglayacaktir. Hastaliginizin nasil seyredecegini, ilerde sizi nasil
sorunlarin bekledigini ve ne tiir tedavi dnlemleri almamiz gerektigi konusundaki bilgilerimize katki
saglayacaktir.

11. Arastirma masraflari:

Herhangi bir yan etkisi ya da goniilliiye zarar1 bulunmayan aragtirma i¢in yapilan incelemeler i¢in
gerekli masraflar siz veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum ya da
kurulusa odetilmeyecektir. Bununla birlikte ¢alismaya katilimimizla ilgili size bir 6deme
yapilmayacaktir.

12. Arastirmada ters giden bir sey olursa?
Aragtirma sirasinda sagliginiz acisindan higbir risk bulunmamaktadir.
13. Kimlik bilgilerim ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak?

Arastirma siiresince sizden elde edilen tiim bilgiler gizli kalacaktir. Gizlilik i¢in goniilliilerin her
birine bir numara verilecektir. Bilgilerinize yalnizca aragtirmada yer alan kisiler ulasabilecektir.
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Kimlik bilgileriniz gizli tutularak, hastaliginizla ilgili bilgiler depolanacak ve yalnizca bu hastalikla
ilgili egitim amagli toplant1 ve bilimsel yayinlar igin kullanilacaktir.

14. Arastirma sonunda bana bilgi verilecek mi?

Arastirmanin sonunda arzu ettiginiz takdirde sonuglar ile ilgili size bilgi verilecektir. Sonug¢larin
ve yaymlarim kopyast temin edilecektir. Bunun i¢in asagidaki telefondan arastirmacilara
ulasabilirsiniz.

15. Arastirma sonuclarina ne olacak?

Arastirma sonuglari bilimsel bir dergide yazi olarak veya bilimsel bir toplantida poster olarak
sunulmasi planlanmaktadir. Higbir yayinda kisisel bilgileriniz yer almayacaktir.

16. Daha ayrintih bilgi icin,
Haklariniz ve arastirmayla baglantili olarak bilgi almak i¢in irtibat kurulacak kisiler:
Dr. Ogretim Uyesi Mehtap YUKSEL EGRILMEZ

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dali

Prof. Dr. Ahmet Merih BIRLIK

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, immunoloji-Romatoloji
Bilim Dal1

17. Tesekkiir:

Aragtirmaya katilmayi kabul ettiginiz i¢in tesekkiir ederiz.

GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida goniilliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi.

.....) kapsaminda alinan biyolojik orneklerimin (Kan) sadece yukarida bahsi gecen
arastirmada kullamilmasina ve bu kosullarla s6z konusu arastirmaya kendi rizamla, hicbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Goniilliiniin; (El yazisi ile):
Ad1 Soyadi:
Tarih:
Imza:

Telefon:
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Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazsi ile)
Vasinin Ad1 Soyadi:

Tarih:
imza:

Telefon:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamiklik eden kurulus gorevlisinin; (El yazisi ile):
Ad Soyadi:
Tarih:
imza:

Telefon:

Arastirma yapan arastirmacinin; (El yazisi ile):
Adi Soyada:
Tel:
Tarih:

imza:
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Abstract

Introduction: Microliszencephaly is 8 subtype of congenital microcephaly characterized by
extreme microcephaly with simplified gyral pattern. Other brain malformations may accompany
it. WRRET encodes 8 multi-domain transmembrane protein that is predominantly expressed in
the brain and is thought to play a role in endoly=sosomal trafficking and autophagy. Methods:
‘We reported two siblings with microlissencephaly born to consanguineous Turkish parents and
reviewed all previously reported patients with WDRET variants presenting with severe
microcephaly accompanied by congenital brain malformations. Whole-exome sequencing was
performed on both siblings. Sanger DMA sequencing was performed on the patients’ parents.
‘We also examined LC3, p62, and Bedlin 1 mRNA and protein expression levels from blood
samples of both siblings using real-time PCR and Western blotting. respectively. Reswfts: Whole-
exome sequencing revealed a novel biallelic c.4157+54G>A splice variant in the WDRET gene in
both siblings. In our study, LC3, p62, and Bedlin 1 mRMA expression levels were high, LC3
protein expression level was also high and pe2 and Beclin 1 protein expression levels were low.
Coadusion: High LC3 and low p62 protein expression levels supported studies concluding that
WDRET inhibits autophagy through PIZKC3 inhibition, while low Beclin 1 protein expression level
supported studies concduding that autophagy is suppressed in case of loss of function variants
in the WDRET gene. We suggest that due to its role in endolysosomasl trafficking, WORET-related

dizeases should be included in vesicular trafficking disorders.

Journal Section: Criginsl Article

Keywords: WDREB1, Nowvel, Microlissencephaly, Endolysosomal trafficking. Autophagy

Hatice Yelda Yalgin, Ufkay Karabay, Tayfun Cinleti, Pelin Teke Kisa, Mehtap Yiiksel
Egrilmez, AKif Ayaz, Nihal Aydin; Expression of Autophagy-Related Proteins in
Microlissencephaly Associated with a Novel Variant in the WDR81 Gene. Mol
Syndromol 2024; https://doi.org/10.1159/000540339
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, The activation of NLRP3 inflammasome

in the dermal fibroblasts of systemic sclerosis patients

U. Karabay', T. Yuce Inel", M. Yuksel Eorilmez’, F.A. Oziurk™, H. Vayvada®, M. Birlik"
o=

Wapartmant of Motscular Madicing, |sstitute of Health Sclences Dokuz Eytul Unbersity, lzmir, Tarkiys,

"Divisiea of Rissumatolegy. Dapartment of Inbernal Madicing, School of Madicine, Dok Eylul Usiversity, boir, Tiirkiys,
opartmant of Plassic, Asronstructive And Assthatic Surgary, Schos! of Madicing, Dokuz Eylul Usiversity, lzmir, Tiirkiys,
TeDivizion of Weund Healing, Departmant of Plastic, Reconstructive And Assthatic Surgery, Faculty of Medicin, Dokuz Eyul Usiversity, |zmir, Tirkip

INTRODUCTION & AIM
Syslemic sclerosis (S5c) is a chronic autcimmune disease characlerized by progressive fibrosis. NLRP3 inflammasome is a key player
in regulating host immune responses to infection. NLRP3 inflammasome activation is associated with autoimmune rieumalic discases.
Once NLRP3 is aclivaled, MLRP3 interacts wilh NEKT, then recruits ASC and caspase1 assembling into NLRP3 inflammasome, which
lzads to maturation and excretion of proinflammatory cylokines IL1B and IL18.
The aim of this study is to investigale gene expression levels of NEKY, caspase1, IL1B, IL18, and type | collagen ai chain (COL1A1) in
the dermal fibroblasis of 5S¢ patients.

MATERIAL & METHODS DERMAL FIEROBLAST ISOLATION
Nine patients with S5c and 3 healthy controls were enrolled

in the study and obfained punch biopsy samples of the affecied
skin over the dorsal mid forearm from each individual. Dermal
fibroblasis were prepared from skin samples of $5c pabients and
healthy controls. Total RNA was isolated from cells and cDNA
synthesis was performed. The mRNA expression levels of NEKT,
IL1B, IL18, caspase1 and COL1A1 were measured by real fime-

PGR. Quantification of gene expression was calculated using the
248Gt method. Dala were analyzed using IBM SPSS 240 Figure 1. Budding of first fibroblast cells from dermal bicpsies (left,
software (significance was accepled as p<0.05). 4X),, papillary and reticular dermis fibrablasts (right, 10).

RESULTS
Our results showed that mRMNA levels of IL1B, IL18, and COL1A1 were significantly increased in the dermal fibroblasts of 55c patients
compared to healthy controls. Although NEKT and caspase1 mRNA levels were higher i dermal fibroblasts of $5c patients compared to
controls, no significant diffierence was found between groups.

HEKT

i

CONCLUSION: According to our results, it was determined that there is upregulation of ASC, IL-1B, IL-18, caspasel and
COL1AT mRNA expression levels with the activation of NEK7-NLRP3 inflammasome pathway in S5c patients. The NEK7-
NLRP3 inflammasome pathway is thought o be a potential therapeutic target to treat inflammatory diseases.

Karabay U, Inel TY, Egrilmez MY, Ozturk FA, Vayvada H, Birlik AM. (2023). The
activation of NLRP3 inflammasome in the dermal fibroblasts of systemic sclerosis
patients. FEBS Open Bio, 13: P-08.5-07. 10.1002/2211-5463.13646.
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