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TLR4 KNOCK OUT C3H/HEJ FARELER iLE OLUSTURULAN ALOPESI
AREATA FARE MODELINDE ADIiPOSIT KOKENLI KOK HUCRE TEDAVISi

OZET

Giris: Alopesi areata (AA), kil folikiillerini etkileyen ve skar birakmayan alopesiye yol
acan otoimmiin bir durumdur. Diinya capindaki prevalansi %0,1 ile %0,2 arasinda
degisirken, yasam boyu risk %1,7'dir. AA genellikle tiroid hastalig1 ve vitiligo gibi diger
otoimmiin bozukluklarla birlikte goriiliir. Mevcut tedavi seceneklerinin etkinligi sinirlidir

ve yan etkileri kullanimlarini kisitlamaktadir.

Cesitli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler (MKH), immiinmodiilator ve
antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle GVHD ve romatoid artrit gibi ¢esitli otoimmiin
hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim sunmaktadir. Ayrica, mevcut
caligmalar MKH'nin 6zellikle AA vakalarinda kil folikiillerindeki bagisiklik tepkisini
modiile ederek sa¢ dokiilmesini Onlemeye yardimci olabilecegini gdstermektedir.
Bununla birlikte, AA i¢cin MKH tedavisinin etkinligini degerlendiren arastirmalar
siirlidir ve bu tedavinin in vivo etkileri belirsizligini korumaktadir. Bu durum, mevcut
bilgi agigin1 kapatmak ve MKH'lerin terapdtik potansiyeline iliskin anlayisimizi
gelistirmek i¢in daha derinlemesine ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugunu vurgulamaktadir.
Bu nedenle, bu ¢aligmada transgenik C3H/Hej fareleri kullanilarak olusturulan alopesi
areata fare modelinde adiposit tiirevli MKH'nin hem intralezyonel hem de intraven6z
uygulanmasinin terapotik etkinligi ile IL-6 ve IL-15 seviyeleri {izerindeki etkileri

incelenmistir.

Yontem: Bu calismaya Jackson Laboratuvari'ndan temin edilen ve kendiliginden AA
gelistirdigi bilinen 5 erkek ve 15 disi C3H/Hel faresi dahil edilmistir ve ¢ogaltilmstir.

Fareler tedavi yontemlerine gore gruplara ayrilmistir:
Grup 1: intralezyonel MKH ile tedavi edilen alopesi gelistiren C3H/Hej fareleri.
Grup 2: intravendz MKH ile tedavi edilen alopesi gelistiren C3H/Hej fareleri.

Grup 3: Kontrol grubu olarak intralezyonel salin alan alopesi gelistiren C3H/Hej fareleri.
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Grup 4: Kontrol grubu olarak intravendz salin ile tedavi edilen alopesi gelistiren C3H/Hej

fareleri.
Grup 5: Alopesi gelismeyen transgenik C3H/HelJ fareleri.
Grup 6: C3H/HelJ farelerinin orijinal kaynagi olan tamamen saghikli C57BL/6 fareleri.

Fareler 12 haftalik bir siire boyunca haftalik olarak izlenmis ve bu siire zarfinda MKH
tedavisinin etkinligini degerlendirmek i¢in klinik gézlemler ve fotograflama yapilmustir.
12. haftanin sonunda, tiim gruplardan tam kalinlikta deri biyopsileri alinmis, doku
orneklerindeki IL-15 ve IL-6 sitokinlerinin immiin yogunluklarini degerlendirmek i¢in

immiinohistokimyasal analizler yapilmustir.

Bulgular: Sonuglar, intralezyonel MKH enjeksiyonlarmin dokiilme alanlarinda anlamli
bir azalmaya yol agtigin1 géstermistir. Ek olarak, intraven6z uygulama dokiilme alanlarini
azaltmustir, ancak iyilesme intralezyonel MKH tedavisi ile elde edilenden daha az anlamli
olmustur. Hem intralezyonel hem de intravendz olarak verilen kontrol salin
enjeksiyonlari, MKH tedavisine kiyasla dokiilme alanlarini azaltmada etkisiz kalmistir.
Calismada ayrica tedaviden 12 hafta sonra alinan tam kalinliktaki deri 6rneklerinde IL-6
ve IL-15 seviyeleri de incelenmistir. Sonugclar, 6zellikle intralezyonel uygulama ile MKH
tedavisine baglh olarak IL-15 ekspresyonunda 6nemli bir diislis oldugunu gostermistir.
Buna karsilik, salin grubu sitokin seviyelerinde kayda deger bir degisiklik gdstermemistir.
Ek olarak, MKH tedavisi IL-6 ekspresyonunda onemli bir artisa neden olmus ve

intralezyonel uygulamalar daha gii¢lii bir etki yaratmistir.

Sonug: Intralezyonel MKH tedavisi AA'l farelerde doku IL-15 seviyelerini azaltirken
doku IL-6 sitokin seviyelerini artirmistir. Ayrica, bu tedavi dokiilme alanlarinin azalmasi
ve sa¢ folikiillerinde kil yeniden biiyiimesi de dahil olmak iizere kayda deger klinik
tyilesmelere yol agmistir. Bu bulgular, intralezyonel MKH tedavisinin antiinflamatuar
ozellik gostererek ve dokuyu normallestirerek AA tedavisine katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, intravendz MKH uygulamasi bu 6nerme i¢in daha az

kanit saglamistr.

Anahtar Kelimeler: alopesi areata, interlokin-6, interlokin-15, mezenkimal kok

hiicreler, fare modeli
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ADIPOCYTE-DERIVED STEM CELL THERAPY IN ALOPECIA AREATA
MOUSE MODEL INDUCED BY TLR4 KNOCK OUT C3H/HEJ MICE

ABSTRACT

Introduction: Alopecia areata (AA) is an autoimmune condition that affects hair
follicles, leading to hair loss without scarring. Its worldwide prevalence ranges from 0.1%
to 0.2%, while the lifetime risk stands at 1.7%. AA often co-occurs with other
autoimmune disorders, including thyroid disease and vitiligo. Existing treatment options

have limited effectiveness, and their side effects restrict their use.

Mesenchymal stem cells (MSC) derived from various sources offer a promising approach
for treating several autoimmune diseases, such as GVHD and rheumatoid arthritis, due to
their immunomodulatory and anti-inflammatory characteristics. Moreover, current
studies indicate that MSC could aid in preventing hair loss by modulating the immune
response within hair follicles, especially in cases of AA. Nonetheless, research evaluating
the effectiveness of MSC therapy for AA is limited, and the in vivo effects of this
intervention remain unclear. This highlights the need for more in-depth studies to bridge
the existing knowledge gap and enhance our understanding of their therapeutic potential.
Therefore, this study examined the therapeutic efficacy of both intralesional and
intravenous delivery of adipocyte-derived MSC, along with their influence on IL-6 and

IL-15 levels in a mouse model of alopecia areata using transgenic C3H/Hej mice.

Method: This study involved 5 male and 15 female C3H/He] mice, known to
spontaneously develop AA, sourced from the Jackson Laboratory and bred. Mice were

assigned to groups based on the treatment methods:

Group 1: C3H/Hej mice with alopecia treated with intralesional MSC therapy.

Group 2: C3H/Hej mice with alopecia treated with intravenous MSC therapy.

Group 3: C3H/Hej mice with alopecia receiving intralesional saline as a control group.
Group 4: C3H/Hej mice with alopecia treated with intravenous saline as a control group.

Group 5: Transgenic C3H/HeJ mice that did not develop alopecia.

Xiv



Group 6: Completely healthy C57BL/6 mice, the original source of the C3H/Hej mice.

The mice were monitored weekly over a period of 12 weeks, during which clinical
observations and photography were conducted to evaluate the effectiveness of MSC
treatment. At the end of week 12, full-thickness skin biopsies were taken from all groups,
followed by immunohistochemical analyses to assess the immune densities of IL-15 and

IL-6 cytokines in the tissue samples.

Results: The results showed that intralesional MSC injections resulted in a notable
decrease in shedding areas. Additionally, intravenous administration reduced shedding
areas, but the improvement was less significant than that achieved with intralesional MSC
treatment. Control saline injections, given both intralesionally and intravenously,
remained ineffective in reducing shedding areas compared to MSC treatment. The study
also examined the levels of IL-6 and IL-15 in full-thickness skin samples taken 12 weeks
after treatment. Results showed a significant decrease in IL-15 expression linked to MSC
treatment, especially with intralesional delivery. In contrast, the saline group did not show
a notable change in cytokine levels. Additionally, MSC therapy resulted in a substantial

increase in IL-6 expression, with intralesional applications yielding a stronger effect.

Conclusion: Intralesional MSC therapy reduced tissue IL-15 levels while increasing
tissue IL-6 cytokine levels in mice with AA. Additionally, this treatment led to notable
clinical improvements, including the reduction of shedding areas and the regrowth of hair
follicles. These findings indicate that intralesional MSC therapy may contribute to
treating AA by promoting anti-inflammatory effects and normalizing tissue. However,

intravenous MSC administration provided less evidence for this proposition.

Keywords: alopecia areata, interleukin-6, interleukin-15, mesenchymal stem cells,

mouse model
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1.GIRIS VE AMAC

Alopesi areata (AA), kil folikiillerini, tirnaklar1 ve nadiren de olsa retina pigment epitelini
etkileyen kronik, otoimmiin bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu durum, anagen
fazdaki kil folikiillerini hedef alarak skar birakmayan kil kaybina yol agar. Hastaligin
patofizyolojisinde, normal kil biiytime dongiisiinde bir otoimmiin bozulma meydana gelir
ve bu da kil folikiillerinde immiin ayricaligin kaybiyla sonuclanir. Immiin ayricaligin
kaybi, folikiillerin otoimmiin saldiriya acik hale gelmesine yol acarak AA ile iliskili kil
kaybini baglatir. Ozellikle kil koklerinde yiikselen NKG2D ligandlari, sitotoksik
CD8+NKG2D+ T hiicrelerinin birikmesine neden olarak AA’ya yol agar(1).

Bolgesel farkliliklar gostermekle birlikte, AA’nin kiiresel prevalansit %0,1 ila %0,2
arasinda degismekte ve yasam boyu riskin %1,7 oldugu tahmin edilmektedir. Hastalik
yasami tehdit etmese de hastalarda ciddi psikososyal sorunlara neden olabilmektedir.
Diger otoimmiin hastaliklarla da baglantili olan AA, 6zellikle tiroid hastaliklar ve vitiligo

ile iliskilidir(2).

AA tedavisinde sik¢a kullanilan immiinoterapilerin ve immiinsupresan ilaglarin etkinligi
sinirlidir ve uzun vadeli kullanimlart ciddi yan etkilerle iligkilendirilmektedir. FDA
onayli tek tedavi olan Janus kinaz inhibitorleri, baz1 vakalarda etkili olmakla birlikte
tedavi birakildiginda semptomlarin tekrar etmesi sik¢a gozlenmektedir. Ayrica, Janus

kinaz inhibitorlerinin uzun vadeli giivenligine iliskin veriler de yetersizdir. Bu durum,



AA tedavisinde daha giivenli ve etkili alternatif tedavi seceneklerine duyulan ihtiyaci

ortaya koymaktadir(3,4)

Literatiirde mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) immiin yanit1 diizenlenme yetenekleri
sayesinde otoimmiin hastaliklarin tedavisinde potansiyel birer terapotik ajan olarak
kullanilabileceklerini ortaya koyan birgok ¢alisma bulunmaktadir. MKH’lerin kan, kemik
iligi ve yag dokusu gibi kaynaklardan elde edilebilmesi de klinik kullanimlarini
kolaylastirmaktadir. Greft-Versus-Host hastaligi (GVHD) ve romatoid artrit gibi direncli
otoimmiin hastaliklarda basarili sonuclar veren MKH’ler, AA tedavisinde de umut vaat
etmektedir. Yapilan baz1 in vitro ve ex vivo c¢aligmalar, MKH’lerin kil folikiillerindeki

immiin yanit1 baskilayarak sa¢ dokiilmesini engelleyebilecegini gostermistir(5).

Onceki galismalar, MKH’lerin kil folikiiliiniin immiin ayricah@ni koruyarak kil
dokiilmesini yavaslattigini gostermistir. MKH’lerin immiin tolerans1 indiikledigi
bilinmekle birlikte, AA tedavisinde in vivo olarak nasil etki gosterdigi tam olarak
aydinlatilamamistir. Biz calismamizda, kendiliginden alopesi gelistirebilen transgenik
C3H/Hej farelerini kullanarak yaptigimiz ¢alismamizda hem intralezyonel hem
intravendz olarak uygulanan adiposit kokenli MKH’lerin AA’daki etkinligini

degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kil folikiiliiniin Yapisi ve Ozellikleri

Insan viicudunda yaklasik 5 milyon kil folikiilii bulunmakta olup, bu folikiillerin yaklasik
100.000'1 sacl deride yer almaktadir. Kil folikiilleri, hamileligin 8 ila 12. haftalari
arasinda gelismeye baslar. Kil gévdesi, kok kiliflar1 ve dermal papillanin farklilagmasi,
dermal hiicreler ile yilizey epitel hiicreleri arasinda ger¢eklesen bir dizi sinyale
dayanmaktadir. Bu sinyaller, her iki hiicre popiilasyonunda da 6nemli degisiklikler
meydana getirir. Kil folikiilii olusumu genellikle ylizde baglamakta ve ardindan ventral
ve kaudal bolgelere dogru yayilmaktadir. Kil folikiilleri hem ektoderm hem de mezoderm
kokenlidir. Ektodermden tiireyen kok hiicreler, sebase ve apokrin bez dahil olmak tizere
kil folikiiliiniin tim epitelyal bilesenlerini olustururken, mezodermden koken alan
hiicreler folikiiler dermal papilla ve bag dokusu kilifina donlismektedir. Ektoderm ve
mezodermden kaynaklanan bu yapilar, kil folikiiliiniin gelisiminde birlikte rol alarak

saglikli sa¢ biiyiimesi i¢in gerekli yapisal temeli saglamaktadir(6).

Dogumdan sonra insan viicudunda yeni kil folikiilii iretimi gerceklesmez; ancak mevcut
folikiillerin ve killarin boyutu, androjenlerin etkisi basta olmak {izere ¢esitli hormonal ve
cevresel faktorlerin etkisiyle zamanla degisebilir. Son yapilan ¢alismalar, deri
yaralanmasi sonrasinda yetiskin fare ve tavsan derisinde yeni (de novo) kil folikiilii
olusumunun miimkiin olabilecegini ortaya koymus ve hatta yetiskin insan derisinde de
yeni folikiillerin olusabilecegi one siiriilmiistiir. Bu bulgular, yetiskin derisinde folikiil

yenilenmesi potansiyeline isaret etmekte olup, doku rejenerasyonu ve sag¢ restorasyonu



lizerine yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi i¢in Onemli bir temel

olusturmaktadir(7).

Kil folikiillerinin fiziksel koruma, 1s1 yalittmi, kamuflaj, ter ve sebum dagilimi, duyusal
ve dokunsal islevler ve sosyal etkilesim gibi bircok 6nemli islevi vardir. Psikososyal
Oonemi goz oOniline alindiginda, sa¢ biiylimesini ve goriinimiinii degistiren ilaglara olan
talebin milyarlarca dolarlik bir endiistriyi ortaya ¢ikarmis olmasi sasirtict degildir. Ancak,
bu amagla kullanilan etkili ilag sayis1 olduk¢a sinirlidir. Bununla birlikte, kil folikiillerinin
biyolojisi ve patolojisine iliskin son arastirmalar, sa¢ biiylime bozukluklar1 i¢in daha etkili
tedavilerin gelistirilmesi yolunda énemli bir rehber olacaktir. Bu gelismeler, kil folikiili
islevlerinin daha iyi anlasilmasiyla birlikte, yeni ve etkin tedavi yaklagimlarinin 6niinii

acmaktadir (8-10).

Kil folikiilleri, bulunduklar1 konuma gore boyut ve sekil acisindan énemli farkliliklar
gosterse de benzer yapilara sahiptir. Kil kokiindeki hizla ¢cogalan matriks hiicreleri, biiyiik
Olciide kila 6zgii ara filamentler ve iliskili proteinlerden olusan kil saftini tiretir. Kil
saftindaki pigment ise matriks hiicreleri arasina dagilmis olan melanositler tarafindan
sentezlenir. Matriks hiicreleri farklilagsarak yukar1 dogru hareket ettikce, sert i¢ kok kilifi
tarafindan sikistirilir ve bu stireg, hiicrelerin boyutlarini ve egriliklerini belirleyerek kilin
nihai seklini olusturur. Folikiiliin tabaninda bulunan ve 06zel fibroblastlardan olusan
dermal papilla, matriks hiicrelerinin sayisin1 kontrol eder ve dolayisiyla kilin boyutunu
belirlemede kritik bir rol oynar. Bu yapilarin koordineli isleyisi, kilin saglikli gelisimini

ve karakteristik 6zelliklerini olusturur(11).

Kil folikiillerinin normal gelisimi ve dongiisii, folikiiler epitel ile bitisigindeki
mezenkimal dermal papilla arasindaki etkilesime dayanmaktadir. Dermal papilla, fetal
gelisim stirecinde epitelden kil folikiilii olusumunu tetikler ve yetiskinlerde her yeni
folikiiler dongiiniin baslangicinda alt folikiilin yeniden {iretimi igin kil folikiil
cikintisindaki (bulge) ikincil germ hiicreleriyle etkilesime girer. Bu folikiil ¢ikintisi,
erektor pili kasinin yapisma noktasina yakin konumlanmis, dis kok kilifinda
biyokimyasal olarak farkli hiicrelerden olugsan bir hiicre kiimesidir. Bu hiicreler, epitelyal
kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine sahiptir ve kil folikiilii icinde en yavas dongiiye
sahip, en uzun Omiirlii epitel hiicreleri olarak ©one ¢ikar. Dig kok kilifinin ¢ikinti

bolgesindeki epitelyal kok hiicreler, ayn1 zamanda epidermal ve sebase bez hiicreleri igin



bir rezervuar gorevi gorebilir. Bu hiicreler, normalde epidermal hiicrelerin eksprese ettigi
proteinlerden farkli bir dizi keratin, adezyon molekiilii, sitokin ve biiylime faktorii
reseptOrii eksprese ederler. Folikiilden disariya go¢ ederek yaralanma veya hiicre kaybi
sonrasinda epidermisi yeniden olusturma gorevini {istlenirler. Bu etkilesimler, kil
folikiiliiniin saglikli isleyisi ve yenilenmesi igin kritik bir dneme sahiptir ve folikiil
biyolojisi lizerine yapilan arastirmalarin temel konularindan biridir. Kil folikiiliiniin dis
kok kilifi, melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri gibi farkli hiicreleri
icerir. Bu hiicrelerin tiimii, kil folikiiliiniin ¢esitli islevlerinde rol oynar. Ornegin, kil
folikiilii cilt i¢in bir duyu organi ve immiinolojik koruma mekanizmasi islevi goriir. Cilt
yiizeyindeki mekanik uyarilar1 algilar ve hafif bir biikiilmesiyle bile folikiildeki noro-
reseptorleri harekete gegirerek sinir sistemine onemli duyusal bilgilerin iletilmesini
saglar. Folikiil girisindeki Langerhans hiicreleri, yiizeydeki patojenleri tespit ederek
bagisiklik sistemini aktive eder. Kil folikiilli, tabaninda immiinolojik olarak ayricalikli
olan ve MHC-I ekspresyonu bulunmayan matriks hiicrelerini igerirken, perifolikiiler
makrofajlar, mast hiicreleri ve diger immiin hiicrelerle birlikte karmasik bir immiinolojik

profile sahiptir(9).

Kil folikiilleri, her biri benzersiz iglevler lstlenen ve 20’den fazla farkli hiicre
popiilasyonunu igeren ¢ok sayida epitel ve mezenkimal kaynakli hiicre katmanindan
olusur. Kil folikiilii, sebase bezi ve erektor pili kasiyla birlikte "pilosebase iinite" olarak
adlandirilan yapisal birimi olusturur(12). Olgun kil folikiilli, dongili yapmayan "kalic1" bir
iist kistm ve her dongiide siirekli olarak yeniden sekillenen alt kisim olmak iizere iki ana
bolgeye ayrilabilir. Ust kisim, sa¢ kanalinin cilt yiizeyine agilan infundibulum bdlgesi ve
istmus bolgesini igerir. Alt kisim ise gercek kil saftinin iiretildigi ampul bolgesini temsil
eder. Proksimal ucta, infundibulum dis kok kilifinin erektor pili kasinin yerlestirildigi
istmus bolgesi ile birlesir. Bu birlesim noktasinin altindaki ¢ikint1 bdlgesi, epitelyal ve
melanositik kil folikiilii kok hiicrelerini barindiran bir bolgedir ve kalict iist bolgenin
sonunu olusturur. Cikint1 bolgesi, kil folikiilii bliylimesinde kritik bir 6neme sahiptir ve
dis kok kilifinda, epitelyal ve norektodermal kok hiicrelerin bulundugu 6zel bir bolme
olarak kabul edilir. Anagen biliylime fazi sirasinda, sa¢ lifi ve i¢ kok kilifi, dermal
papillaya bitisik ampulla bolgesinde keratinosit gegisini hizlandiran hiicrelerin yogun
proliferasyonu ile biiylir. Dermal papillada bulunan 6zel mezenkimal hiicrelerin

yogunlagmasi, sa¢ biiylimesini tesvik eder. Nitekim, dermal papilla ve alt dermal kilifin



cerrahi olarak ¢ikarilmasinin sa¢ biiyiimesini engellediginin gdsterilmesi, bu 6zel
mezenkimal hiicrelerin kil folikiillerinin biiylimesindeki 6nemini ortaya koymaktadir. Bir
kil folikiiliiniin kesitinde, her biri farkl: bir keratin deseni ifade eden en az sekiz farkli es
merkezli katmandan olusan bir silindirik yap1 goriiliir. Bu katmanlar, dis kok kilif, i¢ kok
kilif ve son olarak kil safti olmak tizere distan ige siralanir. Disg kok kilifin ¢ikinti
bolgesinde epitelyal kil folikiilii kok hiicreleri bulunur. Kil folikiilii epitelinin orta kismu,
kil saftin1 destekleyen yapidir. Ttim kil folikiilii epiteli, bir bazal membran iizerinde yer
alan ve gevsek bir kolajen ve stroma hiicre birikimi i¢eren, mezodermden tiireyen bir bag
dokusu kiliftyla ¢evrilidir. Kil saft1, distan ige kiitikiil, korteks ve medulla olmak iizere {i¢

ana bilesenden olusur (13-16) .
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Sekil 1. Folikiiliin histolojik yapilar1

1.D1s Kok Kilift (ORS): Keratinosit ve melanosit kok hiicrelerinin rezervuari olarak gorev
yapan multipotent kok hiicreler ve keratinositleri igerir. ORS, erektor pili kasinin yapisma

noktasi ile sebase bezinin kanali arasinda yer alir(17).

2.1¢ Kok Kilifi (IRS): Ug katmandan olusur; Henle katmani, Huxley katmam ve kiitikiil
katmani. IRS’nin kiitikiil tabakasi, sa¢ saftinin kiitikiil tabakasina bitisik olarak kil saftin1
folikiile sabitler. IRS hiicreleri, trikohyalin ve keratin iireterek kil saftin1 destekler ve
sekillendirir; boylece biiyiiyen kil gdvdesinin yukar1 dogru hareketini yonlendirir. IRS
ayni zamanda kil gdvdesini ORS’den ayirir(17).



3.Kil Kokii: Folikiiliin aktif olarak kil tireten kismidir. Bu yapi, folikiiler dermal papillayz,
dermal papilla hiicrelerini, mukopolisakkarit a¢isindan zengin stromayi, sinir liflerini ve
tek bir kilcal halkayi icerir. Folikiiler papilla, kil folikiiliiniin biiyiimesini ve belirli bir
bliytikliikte, pigmentli bir kil gévdesinin olusumunu saglayan ana faktdrlerden biridir.
Ayrica kil biiyiimesi ve melanogenez i¢in kritik olan keratinosit biiyiime faktorii (KGF),
kemik morfogenetik proteini (BMP), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), insiilin benzeri
bliytime faktorii (IGF) ve kok hiicre faktorii gibi biiyiime faktorlerinin kaynagidir(17).

4.Ust Kil Folikiilii: iki anatomik béliimden olusur; infundibulum ve istmus.
Infundibulum, sebase bezinin bir iiriinii olan sebum ile dolu huni seklinde bir yap1 olup
cilt yiizeyinden sebase bez kanalina kadar uzanir. Ayn1 zamanda kil folikiili ile iligkili
hiicre popiilasyonlariyla etkilesimler icin bir arayiiz saglar. Istmus ise kil folikiiliiniin {ist

kismin1 tamamlayarak sebase bezinin kanalindan erektor pili kasina kadar uzanir(17).
2.1.1. Kil Biiyiime Dongiisii

Kil folikiilii dongiisii, biiylime (anagen), apoptoz araciligiyla gergeklesen gerileme
(katagen) ve goreceli hareketsizlik (telogen) olarak adlandirilan dongiiler arasindaki
dinamik gecislerden olusur. Her dongii sirasinda yeni bir kil gdvdesi olusur; eski kil ise,
eksojen olarak adlandirilan aktif olarak diizenlenen bir siire¢ sonunda dokiiliir. Bireysel
kil kokleri bagimsiz olarak dongii yapar ve her bir kil kokii yasam boyunca yaklasik on
ila otuz dongiiden gecer(18). Cogu bireyde herhangi bir zamanda yaklasik 100.000 sag
teli bulunur ve giinliik 100 ila 150 telogen fazdaki sa¢ kaybi fizyolojik olarak kabul edilir.
Folikiillerin bir kismm anagen fazdayken, digerleri telogen veya katagen fazda
oldugundan, saglikli kosullarda kil yogunlugu ve toplam kil folikiil sayis1 nispeten sabit
kalir(19). Yeni kil govdesinin iiretilmesi, kil folikiiliiniin epitelinde, 6zellikle ¢ikinti
bolgesinde bulunan saga 6zgii epitelyal kok hiicrelerin aktivasyonuna baglidir(20). Kil
folikiilii, kendi tirettigi ¢esitli biiyiime faktorleri, sitokinler, ndropeptitler ve hormonlara
kars1 yiiksek duyarlilik gosterse de kil folikiilii dongiisii otonom bir siiregtir ve izole kil

folikiillerinde bile devam edebilir(21).

Kil dongiistinlin siirdiiriilmesi ve diizenlenmesi, folikiiler kok hiicrelerin yan1 sira
epitelyal, mezenkimal ve melanositik hiicreler arasindaki siki etkilesimi gerektirir. Kil

folikiiliiniin ¢ikint1 bolgesindeki kok hiicreler, kil folikiilii pigmentasyonu da dahil olmak



tizere, kil folikiiliiniin gelisimi ve islevi igin kritik 6neme sahip olan farklilasmamusg

multipotent kdk hiicreler i¢in erisilebilir bir kaynak olarak iglev gorebilir(22).

Cikint1 bolgesi aktivasyon teorisine gore, dermal papilladaki faktorler, cikinti
bolgesindeki kok hiicreler iizerine etki ederek kil dongiisiinii modiile eder. Bu teoriye
gore, ¢ikint1 bolgesindeki kok hiicreler dermal papilladan gelen sinyallere yanit vererek
¢ogalmaya baslar. Hiicre proliferasyonu, matriks hiicreleri de dahil olmak iizere kil
folikiiliiniin tim yapisinin hiicresel kaynagini olusturur. Bu hiicreler, sinirli sayida mitoz
gecirebilen gecici ¢ogalan hiicreler olup anagenin uzunlugunu ve katagenin baslangicini
belirler. Katagen evresi sirasinda, folikiiler papillanin yukari dogru hareketi, hiicre

temaslarinin yeniden kurulmasi ve yeni bir sa¢ dongiisiiniin baslatilmasi i¢in kritik bir rol

oynar(23).
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telogen evreleri gosterilmektedir.



Anagen fazi, kil folikdiliiniin biiyiiyerek karakteristik yapisina kavustugu aktif bir biiyiime
donemidir. Yeni kil folikiiliinlin olusumu, ¢ikint1 bolgesindeki ikincil germ hiicrelerinin
cogalmasiyla baslar. Bu siiregte dermal papilla ile tistteki folikiiler epitel arasindaki
etkilesimler kritik bir rol oynar. Anagen faz1 kil koklerinde birkag yil siirebilir ve sagin

uzunlugunu belirleyen en uzun siireli biiylime evresi olarak kabul edilir(18).
Anagen fazi, alt1 alt asgamaya (I-VI) ayrilir:

- Anagen I-V (Proanagen): Bu asamalar sirasinda kil progenitor hiicreleri ¢cogalir ve
dermal papillay1 sararak kil saft1 ve i¢ kok kilifina farklilasmaya baslar. Yeni kil saft1 bu

asamalarda gelismeye baslar ve sa¢ matriksinde yer alan melanositler pigment iiretir.

- Anagen VI (Metanagen): Bu son asama, deri alti dokusunun derinliklerinde bulunan
dermal papillay1 c¢evreleyen epitelyal sa¢ ampuliiniin olugmas1 ve kil saftinin deriden
cikmas ile karakterize edilir. Bu agamada sa¢ lifi iireten birim tam anlamiyla yeniden
yapilanir ve islevselligine kavusur Viicudun farkli bolgelerindeki kil folikiilleri, anagen
dongiisiiniin siiresine baglh olarak degisen uzunluklarda killar iiretir. Ornegin, saglh
derideki kil folikiilleri anagen asamada iki ila sekiz yil boyunca kalarak uzun killarin
olugmasini saglarken, kaslardaki kil folikiilleri yalnizca iki ila {i¢ ay boyunca anagen
asamada kalir ve bu nedenle daha kisa killar tiretir. Bu siire farkliliklari, viicudun ¢esitli

bolgelerindeki killarin farkli uzunluklarda olmasinin temel nedenidir(24).

Katagen fazi, anagen fazin sona ermesinin ardindan baslayan ve kil folikiillerinde 6nemli
degisikliklerin meydana geldigi bir siiregtir. Bu asamada, folikiiler keratinositlerin
cogunda apoptoz gerceklesir; boylece folikiil, kontrollii bir gerileme siirecinden geger.
Folikiiler melanogenez de katagen fazinda durur ve bazi folikiiller melanositler de
apoptoza ugrar. Katagen asamasinin sonuna dogru dermal papilla yogunlasir ve yukari
dogru hareket ederek kil folikiil ¢ikintisinin altinda konumlanir. Dermal papilla, katagen
sirasinda folikiil ¢ikinti bolgesine ulagip buradaki kok hiicrelerle etkilesime giremezse,
insanlarda ve tiiysliz gen mutasyonuna sahip farelerde gézlemlendigi gibi folikiil dongiisii
durur ve yeni sa¢ olusumu ger¢ceklesmez. Farelerde katagen agamasi sirasinda, goriiniiste
fizyolojik bir "programlanmig organ silinmesi" siirecinin bir pargasi olarak bazi kil

folikiilleri inflamatuar hiicre sizintist nedeniyle tahrip olur. Bu tlir anormal



programlanmig organ silinmesi, bazi kalici alopesi tiirlerinin altinda yatan neden olabilir

(25,26).

Sekil 3. Anagen, katagen ve telogen agsamalarinda kil folikiillerinin yapisal 6zellikleri(9)

Sekil A: Anagen asamasidaki bir kil kokiinii gosterir. Bu panelde folikiil, biiylime
evresinde aktif durumdadir ve yapilar iyi gelismistir. Anagen faz, sacin aktif olarak
tiretildigi ve dermal papilla (dp) ile sa¢ matriksi (m) arasindaki etkilesimin yogun oldugu

bir evredir.

Sekil B: Anagen asamasindaki kafa derisinde bulunan bir kil folikiiliinii gosterir. Kil
folikiilii derin bir sekilde dermis (drm) ve subkutan yag (sc) icine uzanmistir. Kil safti
(hs) belirgin olup, dermal papilla (dp) ile sa¢ matriksi (m) etkilesim halindedir. Sebase

bezi (sg) ve erektdr pili kasi (apm) da bu panelde gozlemlenebilir.

Sekil C: Katagen asamasidaki kafa derisinde bulunan bir kil folikiiliinii gdsterir. Bu

evrede folikiil kiiciilmeye baslar, dermal papilla (dp) yukart dogru hareket eder ve
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folikiiliin geri cekildigi gozlemlenir. I¢ kok kilifi (irs) ve korteks (Cr) belirgin bir sekilde

daralmustir.

Sekil D: Telogen asamasindaki kafa derisinde bulunan bir kil folikiiliinii gésterir. Telogen
faz, folikiiliin dinlenme asamasidir ve kil saft1 (hs) epidermise (epi) yakin bir pozisyonda
kalir. Cikint1 bolgesi (bg) ile bag dokusu tabakasi (cts) arasinda belirgin bir mesafe vardir

ve folikiil nispeten hareketsizdir.

Telogen fazi, katagen fazin ardindan baglar ve kil folikiiliiniin dinlenme evresini ifade
eder. Bu siireg, bolgeye bagli olarak birkag haftadan (kirpikler) sekiz aya kadar (sag derisi)
stirebilir. Telogen fazindaki kil folikiilleri, pigment iireten melanositlerin ve i¢ kok
kilifinin (IRS) bulunmamasi ile karakterizedir. Bu evrede dermal papilla, kil folikiiliiniin
kok hiicrelerini iceren kiiclik bir ikincil sa¢c germ keratinosit basligina sikica baglidir.
Normal kosullarda, saglarin yaklasik %10-15’1 telogen asamasinda bulunur. Bu asamanin
sonunda saglar dokiilme fazina girer ve giinde 50 ila 150 sag telinin kaybi fizyolojik kabul
edilir. Telogen faz1 sona erdiginde, kil folikiilii ¢ikinti bolgesindeki kdok hiicrelerin

uyarilmasiyla anagen faza gecer(26).
2.1.2. Kil Folikiilii Immiin Sistemi

Kil folikiilii, immiinolojik olarak bazi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Folikiiler kanal,
enfeksiy0z ajanlarin viicuda giris yapti§1 baslica acikliklardan biridir; buna ragmen,
bagisiklik sistemi saglam olan bireylerde enfeksiyon nadiren goriiliir. Bu durum, folikiil
diizeyindeki keratinositlerin enfeksiyonlara karsi koruyucu mekanizmalara sahip
olmasiyla iligkilidir. Bu sistemin baglica elemanlari; Langerhans hiicreleri, makrofajlar, T
hiicreleri ve mast hiicreleri olarak siralanabilir. Ayrica folikiil epiteli, salgiladigi B-
defensinler ile viicudun dogal bagisiklik tepkisine katki saglar. Patojenik olmayan
mikroflora ise, sebumun pargalanmasini ve cilt pH’smin dengelenmesini saglayarak

enfeksiyoz ajanlara karsi koruma gorevini listlenir(27).

Kil folikiilii bagisiklik sistemi, kil dongiisiiniin anagen fazinda immiin ayricalikli
kosullarin siirdiiriilmesi i¢in ¢esitli 6zelliklere sahiptir. Proksimal kil folikiilii epiteli (i¢
kok kilifi ve matriks), TGF-B gibi bdlgesel immiin baskilayici sitokinlerin salinimini,

azaltilmig MHC-I ekspresyonunu ve NK hiicrelerinin inhibisyonunu saglar. Bu sistemin
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cokiisiiniin AA gelisiminde 6nemli rol oynadig diisiiniilmektedir. Kil folikiiliinde yer alan
immiin ayricalikli bolgenin kaybi, otoantikor olusumu ve hiicresel bagisiklik ile
iliskilendirilmistir. AA’nin, dis ya da i¢ antijenler ya da normal veya anormal epitoplar

tarafindan mu tetiklendigi heniiz bilinmemektedir(28).

Patogenez c¢aligmalarinda siire¢ soyle Ozetlenmektedir: anagen kil folikiilii immiin
ayricalikli bolgeyi koruyamazsa, hiicre yiizeyinde epitop olarak bilinen ve antijenik uyar1
potansiyeline sahip bolgeler agiga ¢ikar. Antijen sunumunun ardindan immiin sistemin
aktive olmasi ve T lenfositlerinin harekete ge¢mesiyle inflamatuar hiicreler kil
folikiillerine gé¢ eder ve bu bolgeyi infiltre ederek klinik belirtiler olusturur. Kil folikiil
epiteli, 0zellikle matriks bolgesi, diger cilt bolgelerinden farkli olarak goérece immiin
ayricalikli bir alandir ve proinflamatuar hadiselerden genellikle uzaktir. Bu immiin
ayricalik, proinflamatuar sitokinlerin (IFN-y vb.) artisiyla kaybolurken, zayif antijen
sunumu, MHC-I eksikligi ve TGF-f gibi giicli immunsupresif sitokinlerin varligiyla
strdiriiliir(9,28).

Bu baglamda, immiin sistem baskilayic1 ilaglar olan siklosporin, azatiyopiirin ve
kortikosteroidler (KS), sa¢ biiylimesi iizerinde belirgin etki gostererek alopesi areata
tedavisinde kullanilmaktadir. Kil folikiilii dongiisiiniin devaminda biiyiime faktorlerinin,
hormonlarin, néropeptidlerin, sitokinlerin ve norotransmitterlerin 6nemli rol oynadigi
disiiniilmekle  birlikte, altta yatan i1mmiinolojik mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Kil folikiiliiniin immiinolojik 6zellikleri hakkindaki anlayisin gelismesi,
dogal bagisiklik sistemleri ve immiin ayricalikli bolgelerin isleyisi hakkinda farkli bakis
acilar1 sunmanin yani sira, salinan sitokinlerin ve diger mediatorlerin hastalik

stireglerindeki rollerinin kavranmasina yardimer olacaktir(27,29).
2.1.3. Fare Kil Folikiilii ve Farklihklar:

Insan ve fare kil folikiilleri (KF), organizasyon ve islev agisindan benzer temel dzellikleri
paylasir ve fareler iizerinde yapilan arastirmalar, kil biyolojisinin anlagilmasinda énemli
bir temel olusturmustur. Her iki tiirde de KF'leri, ayn1 temel hiicre tiplerini igerir ve
anagen, katagen ve telogen asamalar1 arasinda tekrarlayan bir dongii izler. Yetigkin
insanlarda, baslica iki tiir kil bulunur: yogun pigmentli terminal killar ve daha ince yapili

vellus killar1. Buna karsin, farelerde birden fazla kil tlirii tanimlanmistir: kiirk killari,
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vibrissae (biyik), kirpikler, kuyruk killari, kulak killari, ayak c¢evresindeki killar ile
genital, perianal bolge ve meme uglarindaki killar bunlara 6rnektir. Fare killarini analiz
ederken, bu cesitli kil tiplerini ayirt etmek biiylik 6nem tasir; cilinkii farkl kil folikiilii
popiilasyonlar1 arasinda molekiiler kontrollerde belirgin farkliliklar vardir. Her kil tipi,
Ozglin gelisim siireglerine ve dongli diizenleyici mekanizmalara sahiptir(30). Bu
farkliliklara ragmen spontan fare mutantlar1 ve genetigi degistirilmis fare modelleri, kil
folikiilii biyolojisi ve patolojisinin molekiiler diizeyde anlasilmasinda son derece yararh
olmustur. Bu modeller, kil folikiilii dongiisti, kok hiicre dinamikleri ve kil dokiilmesi gibi
stireclerin molekiiler mekanizmalarinin karakterize edilmesine olanak taniyarak, ilgili
hastaliklarin altinda yatan patolojik siirecleri anlamada 6nemli bir arastirma araci olarak

kullanilmaktadir(31).

dermal
papilla

matrix

human scalp mouse pelage

Sekil4. Insan  kafa  derisive fare  derisindekikil  kokii  yapisinin
karsilastirilmasi. (Parafin kesitleri H&E ile boyanmis ve x10 (insan) ve x20
(fare) biiylitmelerde fotograflanmistir. IRS, ic kok kilifi ; ORS, dis  kok
kilifi ; CTS, bag dokusu kilifi; HS, sa¢ mili)(32).

Bununla birlikte, fare kil folikiilii (KF) modelinin translasyonel potansiyelini sinirlayan
tiirler aras1 onemli farkliliklar bulunmaktadir. En 6nemli fark, insan kafa derisindeki
anagen fazinin birkac¢ yil slirmesine karsin, farelerin sirt derisindeki anagen fazinin
yalnizca 2-3 hafta siirmesidir. Ayrica, fare ve insan epitelyal KF kok hiicreleri belirtecleri

ve Ozellikleri bakimmdan farklilik gosterir. Farkli fare tiirleri arasinda bile kil biiyiime
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dongiisiinde farkliliklar gozlemlenir. Dahasi, fare derisindeki KF'leri, dongiilerini
senkronize ederek koordineli sekilde biiyiirken, insan kafa derisindeki KF'leri ise
eszamanlt olmayan bir dongiiye sahiptir. Hem insan hem de fare KF'leri hormonal
uyaricilara olduk¢a duyarl olsalar da bu uyaricilara verdikleri tepkiler farklilik gosterir.
Ornegin, strojen ve prolaktin hormonlar1 farelerde KF biiyiimesini ve dongiisiinii
engellerken, her iki hormon da insan kadin temporofrontal kafa derisindeki KF'lerinde
anagen siiresini uzatmaktadir. Dolayisiyla, fare KF'lerinin sa¢ biiylimesini modiile edici
aday ajanlara verdigi tepki, insan KF'lerinin tepkisini tam olarak yansitmayabilir ve hatta
yaniltici olabilir. Son olarak, androgenetik alopeside goriilen androjen bagimli KF
minyatlirlesmesi fenomeni, mevcut fare modellerinde tekrarlanamamaktadir(33).
Ornegin, C57BL/6 fareleri, kil folikiillerinin anagen, katagen ve telogen fazlarmna belirli
bir zaman 6lgeginde girer. Yeni dogan fareler, dogumdan sonraki ikinci haftada katagen
fazina, ligiincii haftada telogen fazina ve dordiincti haftada anagen fazina geger. Buna
karsin, yetiskin bir insanin kafa derisinde anagen fazi yaklasik 3 il siirer, ardindan
yaklasik 3 haftalik katagen fazi ve yaklasik 3 aylik telogen fazi izler. Kil folikiilii biiyiime
dongiisiiniin li¢ asamasinin siiresi ve siralamasi, genetik arka plan, cevresel faktorler,
cinsiyet, beslenme gibi ¢esitli etkenlerden etkilenebilir. Ayrica, sicaklik ve 151k gibi
cevresel faktorler de kil kdklerinin biiylimesini etkileyebilir. Yapilan ¢aligmalar, 650 nm
dalga boyundaki kirmizi 1s18mn  insan kil folikiilii hiicrelerinin ¢ogalmasini
destekleyebildigini ve folikiillerin anagen fazdan telogen fazina gecisini 6nemli 6l¢iide
geciktirebildigini gostermektedir. Ayni zamanda, kilin diizenli biiylime dongiisii, kil
folikiillerinin periferik sinirler tarafindan beslenmesi ve diizenlenmesi ile de yakindan

iliskilidir(26).
2.2. Alopesi Areata

Alopesi Areata (AA), kil folikiillerini, tirnaklar1 ve nadir durumlarda retina pigment
epitelini etkileyen, skar birakmayan, kronik ve T hiicre aracili bir alopesi tiirtidiir. Mevcut
bulgular, AA’nin otoimmdiin temelli oldugunu, genetik katkinin 6nemli bir rol oynadigim
ve bazi bilinmeyen gevresel faktorlerin de etkili oldugunu gostermektedir. Bildirilen
tetikleyiciler arasinda duygusal veya fiziksel stres, asilar, viral enfeksiyonlar ve bazi
ilaglar bulunmaktadir(34). AA, en sik sach deriyi etkiler; ancak kas, kirpik, sakal gibi kil

folikiilii iceren diger bolgelerde de goriilebilir. Genellikle belirgin sinirlara sahip,
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yuvarlak veya oval bi¢imli alopesik yamalar seklinde ortaya ¢ikar. AA’nin gesitli klinik
alt tipleri bulunmaktadir. Bunlarin arasinda, sagin tamaminin kaybini ifade eden alopesi
totalis (AT) ve viicuttaki tim killarin kaybinmi1 ifade eden alopesi universalis (AU),
tedaviye direngli ve yaygin tutulum gosteren tipler olarak 6ne ¢ikar. Diger alt tipler ise
yamali AA, yaygin AA, AA retikularis, AA ofiasis, AA sisaipho ve perinevoid AA olarak
siiflandirilmaktadir(35).

209

Patchy Alopecia Diffuse Alopecia AA reticularis

Y

Perinevoid AA AA ophiasis AA sisaipho

Sekil 5. Alopesi areata varyantlarmin klinik siniflandirmalari(35).

AA, toplumda sik rastlanan bir hastaliktir ve yasam boyu goriilme orani yaklasik
%1,7°dir. Hastalarin %70-80’1 40 yasin altindayken, %48’1 10-20 yas araligindadir(36).
Epidemiyolojik ¢aligmalar, AA’nin cinsiyet ayrim1 gdzetmeksizin ortaya ¢iktigini, ancak
erkeklerde genellikle daha erken yasta basladigini gostermektedir. Hastaligin tedaviye
yanit orani oldukca degisken olup bazi durumlarda kendiliginden iyilesme de
gozlemlenmektedir. Bununla birlikte, AT ve AU gibi daha agir formlarda tedaviye direng
sikca goriilmekte olup, bu tiir siddetli vakalar i¢in etkinligi kanitlanmis tedavi secenekleri

heniiz sinirlidir(2).
2.2.1. Alopesi Areata Patogenezi

AA’nin etiyopatogenezinde hala tam olarak anlagilmamis noktalar bulunmaktadir; ancak
hastaligin genetik ve ¢evresel faktorlerin tetikledigi bir T hiicre aracili otoimmiin yanitla

ve anagen fazdaki kil folikiillerindeki immiiniteden korunma durumunun kaybolmasiyla
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ortaya c¢iktig1 digiiniilmektedir. Kil kokleri cesitli mekanizmalar araciligiyla immiin
sistem saldirilarindan korunur. Bu durum literatiirde ‘immiin ayricalik® olarak
nitelendirilmektedir. Kil folikiilleri, major histokompatibilite kompleksi (MHC) simif I ve
I molekiillerini  diisik  seviyelerde sergileyerek antijen sunumunu ve
bagisiklik aktivasyonunu azaltir. Ayrica melanosit uyarict hormon alfa (MSH-a) ve TGF-
betal (TGF-B1) gibi bagisiklik sistemini baskilayan maddeler {iretirler. Yapilan bir¢ok
calisma, AA’nin gelisiminde T helper 1 (Thl) ve Th17 lenfositlerinin énemli bir rol
oynadigini gostermistir (37,38)

T regiilator hiicrelerinin (Treg), antiinflamatuar sitokinler salgilayarak otoimmiin
yanitlar1 baskiladigi ve Th1, Th17 gibi inflamasyonu tesvik edici hiicreleri kontrol altinda
tuttugu bilinmektedir. Treg hiicrelerinde meydana gelen fonksiyonel bir bozuklugun
otoimmiin hastaliklar tetikleyebilecegi diistintilmektedir; ancak AA’nin patogenezindeki

rolleri tam olarak ac¢ikliga kavusmus degildir(39).

Normal Anagen Hair Follicle Hair Follicle in Alopecia Areata

' Arrector
A [ muscle
collapse of immune privilege

18 CD8+ T-cell
4 ¢ Antigen
] presenting
Bulb ‘[ i cell
.\Mast cell
5 — NK Cell
CD4+ T-cell ‘

Hair shaft

Sekil 6. "Ar Siirlisi" goriiniimii olarak tanimlanan inflamatuar infiltrat, AA'da kil
folikiilinde MHC-I ve MHC-II'nin artan aktivitesi ile iligkilidir. Bu durum,
kil folikiiliintin bulbus bolgesine 16kosit gogiinii tetiklemektedir. Bu goriiniim,
kil folikiiliinlin immiin ayricaliinin bozuldugunu ve folikiilii ¢evreleyen
sitotoksik T hiicreleri (CD8+), Th hiicreleri (CD4+), antijen sunan hiicreler
ve mast hiicrelerinden olugan bir inflamatuar hiicre birikimine yol ag¢tigini
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gostermektedir. Bu inflamatuar hiicrelerin varligi, kil biiylime dongiisiiniin
bozulmasina ve folikiil hasarina neden olmaktadir(35).
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Sekil 7. Bu sema, AA otoimmiin siirecini ayrintili bir sekilde aciklamaktadir. Kil
folikiilii, MHC-1 ve MHC-II iizerindeki otoantijenleri CD8+ ve CD4+ T
hiicrelerine sunar. Bu etkilesim, muhtemelen immiin gézetim sirasinda veya
cevresel uyaranlara yanit olarak salinan inflamatuar sinyaller araciligiyla
gerceklesir. Bu T hiicresi popiilasyonlarinin {irettigi inflamatuar sitokinler ve
kemokinler, kil folikiilii hiicreleri tizerin etki ederek onlarin daha fazla sitokin
ve kemokin salgilamasina neden olur; bdylece T hiicrelerinin ve dogal
oldiiriicti (NK) hiicrelerin bolgeye gogii tetiklenir. AA patogenezinde 6nemli
rol oynayan interferon gama (IFN-y), Janus kinaz/sinyal donustiiriiciiler ve
transkripsiyon aktivatorleri (JAK/STAT) yolunu kullanarak kil folikiiliinde
inflamatuar kemokinlerin (6rnegin, interlokin 15 [IL-15] ve CXCL9/10/11)
dretimini artirtr. CD8+ T hiicreleri de JAK-STAT yoluyla perforin ve
sitotoksik granzimlerin liretimini tesvik eder. Ayn1 zamanda, dogal 6ldiiriicii
grup 2D-pozitif hiicreler (NKG2D+ NK) ve CD4+ T hiicreleri, kil folikiilii
tizerindeki NKG2D ligandlarma baglanarak perforin ve sitotoksik
granzimlerin daha fazla salinmasini artirir ve bu siire¢ kil folikiilii
hiicrelerinin apoptozunu tetikler. Semada, JAK inhibitorleri gibi potansiyel
immiinmodiilatér tedaviler kirmizi ile gosterilmistir; sinyal yollar1 sari,
pembe ve siyah oklarla belirtilmistir. Yaymlanmis bilgiler yildiz isaretiyle,
spekiilatif bilgiler ise soru isareti (?) ile gosterilmistir(35).

AA patogenezinde genellikle IFN-y gibi tip 1 sitokinlerin merkezi rolii vurgulanirken
Atopik Dermatit (AD) ile birlikte goriilen vakalarda artan IL-4, IL-5, IL-6 gibi Th2 sitokin
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seviyelerinin de AA seyrini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Hem AD hem AA’s1 olan
hastalarda dupilumab gibi tedavi seceneklerinin her iki hastalik semptomlarini da
tyilestirebildigi gosterilmistir. Bu bulgular, AA'nin alt tiplerinin bagisiklik profillerine
gore siniflandirilabilecegini ve tedavi stratejilerinin bu dogrultuda sekillendirilebilecegini

one siirmektedir(40).

AA patogenezinde kilit rol oynadigr diisliniilen IL-15, {i¢ alt birimden olusan
heterotrimerik bir reseptore sahiptir. Bu alt birimlerden ilki, IL-15'e 6zgii olan IL-15Ra
alt birimidir. Ikincisi, IL-2 ile paylasilan IL-2/IL-15p reseptoriidiir. Ugiincii alt birim ise
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 ve IL-21 tarafindan paylasilan ortak sitokin reseptorii olan “y”
zinciridir. IL-15'in etkilerinin ve ayni reseptdrlerin diger sitokinlerle paylagim
kapasitesinin anlasilmasi, bagisiklik siirecindeki modiilasyon gorevlerinin dnemini
kanitlar niteliktedir(41). IL-15’in lenfosit gelisimini destekledigi iyi bilinmektedir.
Otoimmiin hastaliklardaki IFN-y, TNF-a ve IL-1 gibi inflamatuar molekiillerdeki artigin
IL-15 ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir. Multipl skleroz, romatoid artrit, tilseratif
kolit ve ¢Olyak hastaligi gibi bazi otoimmiin hastaliklarda IL-15’in anahtar bir rol
oynadig1 oOne siiriilmekle birlikte, bu mekanizma heniiz tam olarak agikliga
kavusturulamamigtir. Dermatolojik hastaliklar agisindan, IL-15'in psoriasis, sarkoidoz,
SLE ve GVHD ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, AA tlizerindeki rolii hala
arastirilmaktadir. IL-15, otoreaktif hafiza T hiicreleri de dahil olmak iizere CD8+ hafiza
T hiicrelerinin hayatta kalmasini indiikler. Ayrica TNF-a ve IL-1B'nin ekspresyonunu
uyarabilir. Bu durum, IL-15’in otoimmiin siirecteki roliinii ortaya koymaktadir. Genetik
olarak IL-15 veya IL-15Ra eksikligi bulunan farelerde yapilan ¢aligmalar, otoimmiin
bozukluklarin olusmadigimi gostermistir(41). IL-15, NK hiicrelerinin gelisiminde,
aktivasyonunda, hayatta kalmasinda ve periferik T hiicresi homeostazisinde rolii olan
proinflamatuar bir sitokindir(42). AA ‘da kil folikiillerinde IL-15 ve onun reseptor alt
birimi [L-15Ra'nin upregiilasyonu gézlemlenmistir. Ayrica infiltre CD8+ T hiicrelerinde
IL-15RB'nin  ekspresyonunun  arttigin1  gosterilmistir. IL-15Ra  antikorlarinin
intraperitoneal yolla sistemik uygulanmas1 AA gelisimini bloke etmistir(43)(44). IFN-y
gibi IL-15 de JAK-1 ve JAK-3’ii igeren bir sinyal yolunu kullanir; ayrica IL-15,
transkripsiyon aktivatorii olarak STAT-5’1 kullanmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada, anti-
IL-15Rp antikorlarinin C3H/HelJ farelerinde AA indiiklenmesini 6nledigi gosterilmistir.
JAK inhibitérleri ile tedavi sonrasinda, C3H/HeJ farelerinde AA iizerinde etkileyici
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terapotik etkiler gozlemlenmistir(45). IL-15'in keratinositler veya aktive edilmis
bagisiklik hiicreleri tarafindan eksprese edilebildigi bulunmustur(46). AA'da IL-15
roliine ek bir kaniti olarak, Treg hiicrelerin inhibitor kapasitesini sinirladigr ve AA
patogenezinin desteklenmesinde anahtar olarak kabul edilen NKG2D ekspresyonunu
tesvik ederek, NK hiicrelerinin aktiflestirdigi gosterilmistir (47,48). Bagka bir ¢alismada,
AA’da otoimmiiniteyi tetikleyen CD8+ NKG2D+ hiicrelerinin, IFN-y salgilayarak IL-15
ve IL-15Ra’y1 indiikledigi bulunmustur. JAK1, JAK2 ve 6zellikle JAK3’lin, AA lezyonlu
deride asir1 eksprese edildigi ortaya konulmustur. JAK inhibitorlerinin, IL-15°1
hedefleyerek AA tedavisinde etkin bir rol oynayacagi anlagilmigtir. Son zamanlarda, AA
tanil1 hastalarda kullanilan hem topikal hem de sistemik JAK inhibitorlerinin tedavi

yanitlart umut verici bulunmustur(45).

AA’daki rolleri hala arastirma konusu olan IL-6, bagisiklik, inflamasyon ve
hematopoezde 6nemli rolleri olan bir sitokindir. Gliglii bir immiinmodiilatér oldugu
bilinen IL-6’nin, AA ile iligkili Th1 ve Th2 yollar1 da dahil olmak iizere immiin aracili
akut ve kronik inflamasyonu ¢ift yonlii olarak etkiledigi diisiiniilmektedir(49). IL-6'nin
oksidatif stres tetikleyicilerinden biri oldugu da bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada,
IFN-y, IL-1B ve IL-6 serum seviyeleri, AA hastalar1 ve segmental olmayan vitiligo
hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Artan IL-6 serum seviyelerinin AA siiresi ile korele oldugu gosterilmis,
ancak AA hastalarinda serum sitokin seviyeleri ile hastaligin yayginlhig1 ve aktivitesi
arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamustir. Ayrica, IL-6’nin insan kil folikiillerinde
kil saftinin uzamasin1 ve matriks hiicrelerinin ¢ogalmasmi engelledigini goésteren
caligmalar yapilmistir(50). Maternal IL-6'nin farelerde skar birakmayan juvenil alopesiye
neden olabilmesi, AA gibi otoimmiin bozukluklar i¢in farkli patolojik mekanizmalarin
varligimi diisiindiirmektedir(51). IL-6 ve IL-6 sitokin ailesinin bir iiyesi olan onkostatin
M, sirasiyla kil folikiilii dermal papillasinda (DP) ve kok kilifinda eksprese edilir. Kil
folikiiliinde artan onkostatin M, sa¢ biiylimesinin inhibisyonu ile iliskili bu olumsuz
etkinin, kismi proinflamatuar roliiyle karistirildigr diistiniilmektedir (52). Androjenlerin
ayrica IL-6 yollariyla dogrudan etkilesime girdigi bulunmustur. Dihidrotestosteron’a
(DHT) yanit olarak, sagsiz DP hiicrelerindeki artan IL-6'y1 upregiile ederek sag
bliylimesinin inhibisyonunu hizlandirdigi bulunmustur. Bu sonuglar, IL-6"nin DP'den

gelen parakrin faktorlerden biri oldugunu ve dolayisiyla anagen sa¢ biiylimesini
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kisalttigin1 ortaya koymaktadir(50). Rekombinant insan IL-6’nin (rhIL-6) in vivo olarak
anagen asamasindan katagen asamasina gecis iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla
yapilan bir ¢alismada, 5 haftalik disi C57BL/6 farelerinin dorsal yiizeyleri tiras edilmis
ve 3 giin boyunca IL-6 enjeksiyonu yapilmistir. Calisma sonucunda, sirt derisi kesitlerinin
histolojik incelemesi ile rhIL-6 enjekte edilen derilerden alinan kil folikiillerinin katagen
faza girdigi gosterilmistir(53). IL-6'y1 asir1 eksprese eden transgenik farelerdeki sag
bliylimesinin geciktiginin anlagilmast IL-6’nin sag¢ biiylimesini Onleyici etkisin
desteklemistir(54). Tanabe ve ark. tarafindan 2006 yapilan bir arastirmada ise IL-6'nin
sag biiylimesini tesvik edici etkisi bulunmustur (55). Kil folikiilii rejenerasyonunu tesvik
eden mekanizmalar1 aragtiran bir ¢alisanin bulgularina gore, yaralanmadan sonra salinan
cift sarmalli RNA (dsRNA), toll like redeptorii 3(TLR3)'l aktive ederek kil folikiilii
yenilenmesini tetikler. TLR3'lin sinyallesme yollarmdaki IL-6 ve Stat3 araciligiyla kil
folikiili kok hiicrelerinin aktivasyonunu destekler ve boylece kil neogenezini baglatir.
TLR3 veya bu sinyal yollarindaki herhangi bir eksiklik, kil folikiilii rejenerasyonunu
onemli Olciide azalttigi gozlenmistir(56). IL-6, kas rejenerasyonunun inflamasyon
mikrocevresinde yer almaktadir. IL-6 eksikligi olan farelerde yapilan bir caligmada, daha
az makrofaj katilimi ve azalmis miyoblast proliferasyonunun kas rejenerasyonunu
bozdugu bulunmustur. Monositler/makrofajlarda, IL-6/STAT3 yolunun aktivasyonun, kas
rejenerasyonu sirasinda makrofaj gocii ve miyoblast proliferasyonu i¢in kritik 6neme
sahip  oldugunun  gosterilmesi de IL-6'nin  rejenerasyonundaki  roliinii
vurgulamaktadir(57). Farelerde IL-6'nin asir1 ekspresyonun, kalp yaralanmasindan sonra
kalp rejenerasyonunu tesvik ederek kardiyomiyosit proliferasyonunu ve ilgili protein

ekspresyonunu artirdigl bulunmustur(58).

Benzersiz sitokin olan IL-6 genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir. Ozellikle,
deri yaralanmasindan sonra ortaya ¢ikan inflamatuar yanitin iyilesme stirecinde kritik bir
rol oynadig1 kabul edilmektedir. IL-6nin bu inflamatuar siiregteki etkisi, yaralanma
sonrast 1yilesmeyi hizlandirma yetenegi ile iliskilidir. Bir aragtirmada, IL-6 ekspresyon
plazmidinin veya rekombinant IL-6'nin farelere uygulanmasi, IL-6 eksikligi olan
farelerde gecikmis yara iyilesmesini azalttig1 gézlemlenmistir. Bu bulgular, IL-6'nin yara
tyilesmesi lizerindeki olumlu etkisini desteklemektedir. A-MKH eksozomlarindan gelen
IL-6"n1n, yara iyilesmesinde ve anjiyogenezde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bir

baska aragtirma ise, A-MKH'deki IL-6'nin deri flep modelindeki hiicre proliferasyonunu
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ve kil folikiillerinin sayisini artirdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, IL-6'nin deri
onarimi ve kil folikiillerinin saglig: tizerindeki potansiyel etkisini vurgulamaktadir(59).
IL-6’nin MKH proliferasyonunu, gociinii ve immiinsupresif yeteneklerini artirirken ayni
zamanda anti-apoptotik siireglerde de 6nemli bir rol oynar. IL-6, MKH aracili makrofaj
polarizasyonunda rol oynar ve inflamatuar yanitlar1 baskilayabilen ve doku
onarimini artirabilen bir antiinflamatuar makrofaj fenotipinin (M2b) olusumunu
destekler(60). 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada IL-6'nin insan MKH’nin
immiinregiilasyon etkileri ve proliferasyonu iizerindeki rollerini incelemektedir. Calisma,
IL-6min  MKH’lerin T hiicreleri {izerindeki immiinosupresif islevlerini ve
proliferasyonunu destekledigini gostermektedir. Sonuglar, MKH’lerin terapotik
uygulamalarinda IL-6'nin roliinlin 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir(61). Cok yonlii
bir sitokin olan IL-6’nin sinyal yollarin1 hedeflemek, ¢esitli hastaliklar i¢in umut verici
terapOtik firsatlar sunarak hem inflamasyonu tesvik etmede hem de azaltmadaki 6nemini
vurgulamaktadir. Bu karmagsik gorevlerin aydinlatilmasi i¢in daha fazla arastirmaya

ithtiyag vardir.
2.2.2. AA'da Kahitim ve Genetik Faktorler

AA, multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul gérmekte olup, kalittimin hastaligin
olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Hastalarin %25'inde pozitif aile
Oykiistiniin bulunmasi, kalitsal etkenlerin varligma isaret etmektedir. Bu oran, farkl
kaynaklarda %10 ile %42 arasinda degiskenlik gdstermektedir(62). Monozigotik
ikizlerde ise bu oran %55 olarak goriilmektedir(63). Pozitif aile Oykiisline sahip
bireylerde hastalifin daha erken bagladigi ileri stiriilmektedir. AA gelistiren bir tiir olan
C3H/Hel fareleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada, kromozom 8 (Alaa 3), 9 (Alaa 2), 15
(Alaa 4) ve 17 (Alaa 1) lizerinde dort hassas bolge tanimlanmistir. Alaal bolgesi,
insanlarda insan 16kosit antijeni (HLA) lokusuyla ortiisen kromozomal bolge olarak
bilinmektedir(64). Atopik ve otoimmiin hastaliklar1 olan insanlarda AA gelistirme
riskindeki ciddi artig, otoimmiin fenomenlerin gelismesinde genetik yatkinligin etkili
oldugunu diislindiirtmektedir(65). Sporadik vakalarla karsilastirildiginda ailesel AA
vakalarinda hastaligin hizl ilerledigi, daha sik relapslarin goriildiigii ve tedaviye daha

direngli oldugu gosterilmistir(66).
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Hastaligin siddetli seyrettigi bireylerde IL-1 reseptdr antagonisti (IL-1ra) ve bu
reseptoriin homologu olan IL-1F5 ile TNF-a'da polimorfizmleri oldugu bulunmustur.
Down sendromu ve otoimmiin poliglandiiler sendrom tip 1'in eslik ettigi vakalar,
hastaliktan sorumlu genlerin 21. kromozomda bulunabilecegini diisiindiirtmiistiir. AA
genetigi, mendelyan kalitim ilkelerine uymayan bir yapiya sahiptir. Genetik ¢aligmalarda,
hastaliga yatkinlig1 belirleyen major genlerin, fenotipi belirleyen mindr genlerle birlikte
AA ile iliskilendirildigi 6ne siiriilmektedir. Cogu otoimmiin hastalikta oldugu gibi, AA da
HLA gruplanyla iliskilendirilmistir. HLA molekiillerinin 6nemli gorevlerinden biri,
viicudun kendisine ait olan ve viicuda disarindan giren yabanci proteinlere baglanmasi ve
onlarin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasina yardimci olmasidir. Yapilan ¢aligmalar,
AA’nin HLA smiflari igerisinde (I ve II) daha cok HLA 11 ile iliskili oldugu gostermistir.
DQB103 (DQ3)2'nin, AA hastalarinin oldukga biiyiik bir kisminda (>%80) pozitif olmasi
nedeniyle AA'ya yatkinhigin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
HLA-DQBI1*0301 (DQ7) ve HLA-DRB10401 (DR4), uzun siireli ve siddetli AA'nin
gostergesi olarak kabul edilirken, HLA-DRS5'in erken baslangi¢li hastalikla iligkili oldugu
belirtilmistir(67).

2.2.3. Alopesi Areata’min immiinolojik Belirtecleri

T lenfositleri, inflamasyonda ¢esitli islevleri siirdiirmek tizere farkli alt gruplara ayrilir.
Bu gruplar arasinda Th1, Th2 ve Th17 hiicreleri, CD8+ sitotoksik T lenfositler (sTL) ve
regiilatuar T hiicreleri bulunur. Bu hiicrelerin salgiladiklari; inflamatuar, otoimmiin ve
enfeksiyon hastaliklarinin klinik ve mikroskobik belirtilerinin ortaya ¢ikmasini saglayan
aract molekiiller olarak islev goriir. Th hiicreleri, B lenfositlerinin antikor iiretimini,
makrofajlarin mikroorganizmalar1 yok etmesini, sTL hiicrelerinin enfekte hiicreleri
6ldiirmesini ve Treg hiicrelerinin immiin yanitin1 sinirlayarak kendi antijenlerine karsi

viicudun koruma saglamasini indiikler(39).

Bagisiklik yanitinin baslatilmasi ve regiile edilmesi, pek ¢ok hiicrenin etkilesiminin
sonucunda gerceklesir ki bu hiicrelerin baslicalari; makrofajlar, lenfositler ve
nétrofillerdir. Bu etkilesimlerin bir kismu hiicrelerin dogrudan temasina, diger kismi ise
sitokin ad1 verilen araci molekiillere dayanir. Sitokinler, immiin sistemin ¢esitli yonlerine
katkida bulunan, genis bir etki alanma sahip ve farkli hiicre tiplerinden salinabilen

maddelerdir.
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Dogal bagisiklik siirecinde sitokinler, antijen/yabanci ajanla ilk karsilagsmanin ardindan
hizli bir sekilde salinarak inflamasyonu baslatirlar. IFN-y, TNF-o, IL-1, IL-6 ve IL-12,
bu sitokinlerin baglicalar1 olup temelde makrofajlar, endotel hiicreleri, dentritik hiicreler
ve dogal oldiriici (NK) hiicreleri tarafindan salgilanirlar. Bagisiklik sisteminin diger
ayag1 olan edinilmis bagisiklik mekanizmasinda ise sitokinler, ¢ogunlukla antijen veya
diger sinyallerle aktive edilen Th hiicreleri tarafindan iiretilir ve lenfositlerin ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve aktif hiicrelere doniismesi bu sitokinler sayesinde tesvik edilir. Bu grupta
bashica IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-15, IL-17 ve IFN-y gibi sitokinler yer
almaktadir(68).

IL-13, Th2 hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. IL-13’{in 6ncelikli gorevleri, eozinofil
aktivasyonu ve eozinofillerin dokuya gocii olup ayni zamanda makrofaj aktivasyonu
yoluyla inflamatuar siirecte de rol oynar. Bir diger hiicre olan CD4+ Treg hiicreleri, timus
ve periferal lenfoid organlarda gelisimini tamamlayarak viicudun otoimmiin
reaksiyonlara karsi korunmasinda gorev alirlar. Bu gorevi nasil gergeklestirdikleri tam
olarak kanitlanmamis olsa da basta TGF- ve IL-10 olmak {izere lenfosit baskilayici
ozellikleri olan sitokinleri salgilayarak bu gorevi yerine getirdikleri diisliniilmektedir.
Ayni zamanda, diger hiicrelerinin antijen sunma yetenegini bozarak T hiicrelerinin

islevini baskilayan molekiiller de salgilamaktadirlar(39).

TNF-q, inflamatuar siire¢lerde yer alan bir diger onemli sitokin olup temel gorevleri,
lokositlerin endotele yapigmasi ve inflamasyonun oldugu bolgelere gd¢ etmelerine
yardimci olmasidir. Uretiminden sorumlu olan baslica hiicreler, makrofajlar ve dentritik
hiicreler olup onlar1 mast hiicreleri ve T lenfositleri takip etmektedir. TNF-o artmig
uretimi; genellikle immiin kompleksler, mikrobiyal iiriinler ve fiziksel travma gibi
faktorlerle iligkili olup, inflamasyonda rol oynayan cesitli hiicreleri aktive ederek ve
inflamasyonda rol alan sitokinlerin saliniminin artirilmasi yoluyla hem lokal hem de

sistemik immiin yanita katk1 saglamaktadir(69).

Th17 hiicreleri, salgiladiklar1 IL-17 ile c¢ok sayida kemokinin salinmasina gibi
inflamasyonda oldukca Onemli gorevleri olan nétrofil ve monositlerin inflamasyon
bolgesine gociinii kolaylastirir. Thl hiicreleri ise, AA patogenezindeki inflamatuar siireci
baslattig1 kabul edilen, makrofaj aktivasyonu ve inflamasyon iligkili doku hasarinda

onemli rol oynayan IFN-y’y1 salgilar(70).
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2.2.4. Klinik ozellikler

Alopesi areata (AA), skar birakmayan ve kil folikiillerinin korundugu gegici sag kaybiyla
karakterize, otoimmiin ve inflamatuar bir hastaliktir. Klinik goriiniimii, sinirlar1 net birkag
adet alopesik yamadan tiim viicut ve kafa derisi killarinin tamamen kaybolmasina kadar
degiskenlik gosterebilir. AA en sik olarak kafa derisinde odaklanmis, ani baslangigl
siirlari belirgin alopesik yamalar seklinde kendini gosterir. Erkeklerde ise yalnizca sakal
bolgesinde sinirli dokiilme goriilebilir. Cogu zaman semptomsuz olsa da nadiren yanma,
kasintt veya batma gibi belirtiler olusabilir. Hastaligin seyri tahmin edilemez olup,
ilerleyici bir yol izleyebilir veya kendiliginden iyilesme gosterebilir(71). Aktif hastalik
doneminde, 6zellikle lezyon ¢evresinde ¢ekme testi pozitif sonug verebilir. Folikiil, sag¢
saft1 ve cevresindeki derinin daha ayrintili incelenmesi ve net tan1 konulamayan vakalarda
biyopsi Ornegi almak icin en wuygun alanin belirlenmesinde trikoskopiden
faydalanilmalidir(72). Klinisyenler, AA'nin patognomonik bir gostergesi olarak kabul
edilen tinlem isaretli killar1 aramal1 ve distal u¢ kismi tabana gore daha kalin olan kirik
kil yapisimi tanimlamalidir. Ozgiin olmamakla birlikte, anagen folikiillerde mitotik
aktivitenin kesintiye ugramasi sonucu olusan distrofik, kirik killar da AA'da siklikla
gozlemlenebilir. Trikoskopide sar1 noktalar goriilebilse de bunlar hastaligin tipi veya
siddetiyle iyi bir korelasyon gostermez ve androjenetik alopesi gibi diger sa¢ dokiilmesi
tiplerinde de ortaya ¢ikabilir(73).Tirnak degisiklikleri hastalarin yaklasik %10 ila
%?20'sinde bulunur ve siddetli hastaligi olanlarda daha sik ortaya ¢ikar. Diizenli
cukurlagma(pitting), trakionisi, kirmizi lunula, benekli lunula, onikoliz ve noktasal
lokonisi AA ‘da goriilebilecek tirnak degisiklikleri arasindadir(74). Pitting ve trakionisi,
sirastyla %20 ve %8 ortalama prevalansi ile AA'da en sik goriilen tirnak degisklikleridir.
AA’da pitting, klasik olarak s1g ve 1zgara benzeri bir dagilima sahiptir ve bu yoniiyle,
cukurlarm derin ve rastgele dagildig: sedef hastaligindan ayrilir. Onikomikoz veya liken
planus gibi diger etiyolojiler, taniya eslik edebilir veya taniy1 karmasik hale getirebilir.
AA ile iligkili tirnak degisiklikleri asemptomatik olabilecegi gibi, agr1 ve islevsel
problemlere de yol agabilir. Tirnaklar ayn1 zamanda distrofik ve kozmetik acgidan sekil
bozuklugu yaratabilir ve bu durum, yasam kalitesinde Onemli bir diislise sebep

olabilir(75).
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2.2.5. Alopesi Areata’da Ayirict Tani

Trikotillomani, temporal iicgen alopesi ve telogen effluvium (TE), klinik goriiniim
acisindan AA ile benzerlik gosterebilir, bu nedenle tanisal agidan ayirt edilmesi 6nem
tasir. Ozellikle trikotillomanin AA'dan ayirt edilmesi zor olabilir ve bazi durumlarda her
ikisi bir arada bulunabilir. Ancak trikotillomani hastaliginin trikoskopisinde daha ¢ok
diizensiz kirik ve kisa kil saftlar1 gozlenir. Temporal tiggen alopesi, frontotemporal
bolgede siirli liggen seklinde sa¢ dokiilmesine neden olur. Bu yamalar genellikle geri
dontistimsiiz olup sacli derinin her iki tarafinda goriilmesi nadirdir. AA'da oldugu gibi
alopesik odaklarda genigleme olmayip stabil kalma egilimindedir ve genellikle tedaviye
yanitsizdir. Bu durumu AA'dan ayirt etmek igin bir biyopsi drnegi alinabilir. AA’nin
aksine temporal ilicgen alopeside inflamasyon baskin degildir, ancak kronik AA
lezyonlar1 da inflamasyondan yoksun olabilir. Diffliz AA'yr TE’den ayirt etmek zor
olabilir ve bu ayrim siklikla tam kat deri 6rnekleri aliarak incelenmesini veya hastanin
anamnezinde bir neden olabilecek faktoriin tanimlanmasini gerektirir. Dikkate alinmasi
gereken diger durumlar arasinda, histolojik olarak AA ile benzerlik gosterebilen sekonder
sifiliz ve SLE bulunmaktadir(76). AA, ofiyazis, sisaipho, ani grilesme tipi ve diffiiz
formlar gibi ¢esitli prezentasyonlarla kendini gdsterebilir. AA'nin ofiyazis alt tipine sahip
hastalarda, genellikle sakaklara dogru uzanan oksipital sa¢ ¢izgisinde veya nadiren frontal
sa¢ c¢izgisinde, frontal fibrozan alopesi ile karisabilen bant benzeri bir alopesi
mevcuttur(71).Sisaipho alt tipi, ofiyazis tipinin tersi bir dagilim gdstererek merkezi sag
dokiilmesine yol agarken kafa derisinin kenarindaki saclari korur ve bu goriiniim
androgenetik alopesiye benzeyebilir. Ayrica, AA'nin 'ani grilesme' varyanti, pigmentli

killarin dokiilmesine sonucu olusmaktadir(77,78).

2.2.6. Alopesi Areata’nin Prognozu

AAnin AA'nin prognozuna katkida bulunabilecek faktorler arasinda alt tipi, sag
dokiilmesinin derecesi ve siiresi, baslangi¢c yas1 ve aile oykiisii yer alir. Yamali AA
vakalariin yaklasik %35°1 alopesi totalis (AT) veya alopesi universalis (AU)'e ilerler.
Yaygin tutulum, daha ciddi bir prognoza isaret eder. Ofiyazis alt tipi, daha kotl bir
prognoza sahip olabilir ve tedaviye daha az yanit verirken, akut diffiiz ve total alopesi alt

tipi genellikle 1y1 bir prognoza sahiptir(79).
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Tirnak degisiklikleri, ciddi sekil bozukluguna ve fonksiyon kaybina yol agabilir. Tirnak
bozuklugu olan hastalarda tedaviye direncin daha fazla oldugu bilinmektedir. Tirnak
degisiklikleri cocuklarda goreceli daha sik goriilen AU ve AT gibi daha siddetli formlara
sahip AA hastalarinda daha yaygindir. Bu durum, cocuk popiilasyonunda tirnak
degisikliklerinin artan sikligini1 da agiklamaktadir(75).

2.2.7. Alopesi Areata ‘da Tedavi Stratejileri

Alopesi areata tedavisinde lokal ve sistemik yaklagimlar tercih edilmekle birlikte, mevcut
yontemlerin higbiri hastaligin kiirtine yonelik kesin bir sonu¢ sunmamaktadir. Tedaviye
yanit degiskenlik gdsterebilir ve mevcut tedavileri degerlendiren yliksek kanit diizeyine
sahip caligma sayis1 smirlidir. Alopecia areata’nin belirsiz seyri ve sa¢ dokiilmesinin
yarattig1 ciddi psikososyal etkiler, bircok hastay1 tedavi arayisina yonlendirmektedir.
Tedavi kararinda; hastaligin yayilim derecesi, siiresi, hastanin yasi, etkilenmis alanlarin
ozellikleri, cinsiyeti, gebelik ve emzirme gibi bireysel faktorler kritik dneme sahiptir.
Ozellikle sinirli hastalik olgularinda, spontan remisyon ihtimali dikkate aliarak, hasta ile
ayrmtilt bir degerlendirme sonrasinda tedavisiz izlem stratejisi de uygun bir yaklasim

olarak degerlendirilebilir(80,81) .

2.2.7.1. Topikal tedaviler
2.2.7.1.1. intralezyonel ve Topikal Kortikosteroidler ile Yapilan Lokal Tedaviler

Sa¢ Alopesia areata lezyonlarinda, 6zellikle sa¢ derisinin yarisindan daha azin1 etkileyen
yaygin tutulum olmayan durumlarda, lezyon igerisine direkt enjeksiyon genellikle ilk
tercih edilen tedavi yontemidir. Randomize olmayan arastirmalar bu yontemin etkinligini
desteklemektedir. Tedavide genellikle triamsinolon asetonid i¢eren ajanlar kullanilmakta
ve bu ajanlar 2,5-10 mg/ml konsantrasyon araliginda uygulanmaktadir. Klinik
uygulamalarda, sa¢ derisi i¢in tek bir seansta 30-35 mg’lik dozdan fazlasinin
uygulanmamasi tercih edilmektedir(80). Yiiz bolgesinde genellikle 2,5-3 mg/mL
konsantrasyonunda ila¢ uygulanir. 1 cm araliklarla, enjeksiyon basina 0,1 ml uygulama
sekilde gerceklestirilir(4). Genellikle 2 ay i¢inde saglarin yeniden ¢ikmasi beklenir.
Tedavi ortalama 1 ay araliklarla uygulanir. Alt1 ay i¢inde klinik yanit alinamazsa tedavi
sonlandirilmali ve alternatifler degerlendirilmelidir(82). Telenjiektazi, atrofi ve renk

degisiklikleri gibi yan etkiler goriilebilir(80).
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Potent topikal kortikosteroid icerikli losyonlarda tedavide sikca tercih edilmektedir.
Intralezyonel enjeksiyonu uygulanamayan eriskinlerde ve 6zellikle ¢ocuklarda ilk tercih
olarak one ¢ikmaktadir(83). Klobetazol propiyonat ve betametazon dipropiyonat gibi
giiclii kortikosteroidler giinde tek doz seklinde topikal olarak uygulanir. Ug¢ ayin sonunda

sa¢ ¢cikis1 gozlenmezse tedavi kesilir(84).

2.2.7.1.2. Topikal Minoksidil

Minoksidil, baglangi¢ta tansiyonu diigiiren bir ilag olarak tasarlanmistir; ancak hipertrikoz
yapict etkisi fark edildikten sonra, ¢esitli alopesi tedavilerinde de kullanilmaya
baslanmisti. Mekanizmasinin, vazodilatasyon etkisinin yani sira, kil folikiillerini
dogrudan etkileyerek bulbus ve dermal papilla lizerinde farklilasmay1 ve ¢ogalmay1
tetikledigi diisliniilmektedir(85). Cesitli konsantrasyonlardaki topikal formlar1 bulunan
minoksidil tedavisinin arastirildigr calismalar %5’lik topikal formunun yama tipi AA
hastalarinda plaseboya iistiin geldigini ve minimum yan etkilerle giivenli bir secenek
oldugunu gostermektedir. (86). Daha diisiik konsantrasyondaki (%1 ve %3) secenekler
ise Ozellikle cocuklar icin tercih edilebilir. Tiim bu tedavi segeneklerinin yaygin
tutulumdaki alopesi de etkisinin sinirli bilinmektedir. Fakat topikal olarak kullanan
yaygin tutulumu olan AA hastalarinda basarili sonuglar elde edilememistir(87).
Kadmlarda 6zellikle yiiz killarinda hipertrikoza neden olabilir. Yanma batma ve egzema

goriilen yan etkileri arasindadir(88).

2.2.7.1.3. Topikal Immiinoterapi

Topikal immiinoterapi, 1970'lerden bu yana c¢esitli immiin aracili cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Yiiksek etkinligi ve nispeten diisiik yan etki profilleri
nedeniyle, siddetli ve diren¢li AA hastalarinda birinci basamak tedavi olarak
onerilmektedir(89). AA’da tedavi basarisinin yaklasik %50-60 oldugu bildirilmistir.
Tedaviye verilen yanit agisindan, sinirli alopesik odagi olan AA hastalar1 yaygin tutulumu

olan hastalara gore daha olumlu sonuglar géstermektedir(90).

AA tedavisinde immiinoterapinin netlesmis bir etki mekanizmasi yoktur fakat bu
mekanizmaya dair ¢esitli teoriler bulunmaktadir. Ana mekanizmanin, gecikmis tip asiri
duyarlilik yoluyla uygulama boélgesinde alerjik kontakt dermatiti tetiklemek icin

immiinmodiilatorlerin kullanildig1 antijenik rekabet oldugu diistiniilmektedir(91). Ayrica,
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Treg lenfositlerinde artisa neden olup ve folikiiler immiin reaksiyonun azalmasina neden

olan sitokin degisikligi yaptig1 diistiniilmektedir(92).

Dinitroklorobenzen, squarik asit dibiitilester (SADBE) ve difenilsiklopropenon (DPCP),
yaygin veya direngli AA'nin tedavisinde etkinligi kanitlanmis {i¢ maddedir.
Dinitroklorobenzenin mutajenik ve kanserojen oldugu saptandigindan kullanimi
durdurulmustur. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ajanlar ise SADBE ve DPCP dur.
Daha ucuz olmasi ve soliisyonda stabil kalmasi nedeniyle, her iki ajan mevcut oldugunda
DPCP genellikle tercih edilir. SADBE buzdolabinda saklanmalidir, ancak DPCP 1s18a
duyarli oldugundan 151k gegirmeyen bir kapta saklanmalidir(93). Tiim topikal
duyarlilastirici ajanlar icin AA tedavisinde standart bir uygulama protokolii mevcuttur.
Bu maddeler, toz veya aseton c¢ozeltisi formunda temin edilir. Tedavi 6zelliklerini
kaybetmemeleri i¢in 4°C sicaklikta ve giines 15181 almayan amber cam siselerde
saklanmalar1 gereklidir(94). Tedaviye baglanmadan on bes giin 6nce 4x4 cm'lik bir alan
%?2'lik sollisyonla duyarhilastirthir. Tedavi sacli derinin bir tarafina en diisiik
konsantrasyondaki (genellikle %0,01) soliisyonun haftada bir kez uygulanmasiyla baslar.
Uygulama sirasinda ugucu bir madde olan aseton ¢ozeltisindeki etken maddenin
konsantrasyonunun degismesini onlemek amaciyla tedavi sirasinda amber sigelerin
kapaklarinin hemen kapatilmasina dikkat edilmelidir. Yan etki ve tedavi etkinligi
gozlemlenir ve sag ¢ikisi olmaya bagladiginda tedavi yanit1 alindig1 kesinlesen hastalara
sagli derinin diger tarafina da tedavi uygulanmaya baslanir. Tedavi etkinligi karar1 hemen
verilmemelidir. En az dort ile alt1 aya kadar tedavi yanitim gozlemlemek i¢in tedaviye
devam edilmelidir. Tedavi sonrast iki giin boyunca hastalarin sapka, semsiye gibi
koruyucu aksesuarlarla giines 1s18indan korunmasi ve banyo, yagmur nedenli suyla
temasindan kag¢inmasi konusunda uyarilmalidir. Yanma, batma, kasint1 ve kizariklik gibi
optimum ekzematdz reaksiyonu siirdiirmek i¢in konsantrasyonunun haftalik olarak
artirllmas1 gerekebilir(95). Bu tedavinin idamesi konusunda bir uzlagma heniiz yoktur.
Istenmeyen yan etkiler arasinda kasinti, skuam, kizariklik ve postaurikiiler lenfadenopati
bulunmaktadir. Urtiker, renk degisiklikleri, eritema multiforme, anjioddem, grip benzeri

semptomlar ve anafilaksi gibi istenmeyen etkilerde nadiren gézlenebilmektedir(96).
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2.2.7.1.4. Antralin

Antralin tedavisinin etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamugtir. Serbest radikaller
yoluyla immiinmodiilatér  etkiler  gosterdigi  diisiiniilmektedir(80).  Farelere
uygulandiginda TNF-0, TNF- gibi sitokinlerin azaldig1r goriilmiistiir(97). Baslangigta
stirtiliip 20 dakika bekletilir, sonrasinda su veya sampuan ile yikanir. Tolere edilebilir bir
kontakt dermatit tablosu olusana uygulama siiresi kademeli olarak artirihr(4). Ug ay
icerisinde kil ¢ikis1 gézlenmezse tedavi sonlandirilmalidir. Istenmeyen etkileri arasinda

siddetli inflamasyon, folikiilit, lenfadenopati bulunmaktadir(81).

2.2.7.1.5. Trombositten zengin plazma (PRP)

PRP, bireyin kendi kanindan elde edilen ve trombositlerin yogun olarak bulundugu bir
preparattir. PRP, kanin santrifiij edilmesi yoluyla plazma ve trombositlerin ayristirilmasi
ve konsantre edilmesiyle elde edilir. PRP'deki trombosit konsantrasyonu, baslangic
degerinin bes katina ulasir. PRP, trombositlerdeki a-graniillerin degraniilasyonu yoluyla
biiylime faktorlerinin salinimini saglayarak doku onariminin desteklenmesinde 6nemli bir
rol oynar(98). AA tedavisinde PRP'nin kesin etki mekanizmas1 hala belirsizdir, ancak
PRP'nin sitokin salinimini baskilayarak ve lokal doku inflamasyonunu inhibe ederek
antiinflamatuar etkilere sahip oldugu bildirilmistir. PRP, trombositlerin alfa ve dens
graniillerinde bir¢ok biiyiime faktoriinii barindirir. Bu faktorler arasinda PDGFaa,
PDGFbb, PDGFab; TGFbl, TGFb2, EGF, IGF1, IGF2 ve VEGF yer alir. Bu molekiiller,
hiicre biliyiimesi ve ¢cogalmasi, farklilagsma, damar olusumu ve hiicre gociinii destekleyen
siireclerde gorev alir(99). Ayrica trombositlerden salinan biiylime faktorleri sag
koklerindeki kok hiicrelerini uyararak yeni sa¢ kdklerinin olusumunu tesvik eder. Sag
ekimi dncesinde sa¢ mikrogreftlemesinde PRP uygulamasinin sa¢ yogunlugunu artirdigs,
anjiyogenezi uyardigt ve nakledilen folikiiler {initenin apoptozunu azalttig1
gosterilmistir(98). Kortikosteroid ile PRP enjeksiyonlarinin degerlendirildigi bir
caligmada, ii¢ ay sonunda tedavi basar1 oranlar1 benzer bulunmustur. Bas agrisi, ekimoz

gibi yan etkiler goriilebilir(100).

2.2.7.1.6. Excimer Lazer

Tek dalga boylu (308 nm) ultraviyole B (UVB) 15181 yaymaktadir. T hiicrelerinin

inhibisyonu iizerinden etkili oldugu diisiiniilmektedir(101). Az sayida hasta iizerinde
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yapilan calismalarda kismi basarilar elde edilmistir. Ozellikle simrli tutulumu olan
hastalar i¢in secenek olarak diisiiniilebilir (102). Postinflamatuar hiperpigmentasyon riski

g6z Oniinde bulundurulmalidir(103).

2.2.7.1.7. Kriyoterapi

Sivi azot ile yapilan bu tedavi dermatolojide olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.
Soguga bagli vazokonstriksiyonun ardindan siddetli bir vazodilatasyon gelisir. Ana
mekanizmanin kan akisini artirmak oldugu diisiiniilmektedir. inflamasyon ve édemin de
vazodilatasyonu tetikleyebilecegi ongoriilmektedir. Immiin sistemde rol oynayan
hiicrelere kars1 sitotoksik etki gostererek de inflamasyonu baskilayabilecegi
anlasilmistir(104). Kortikosteroid icerikli losyonlar ile benzer basar1 oranlari elde edilen
caligmalar mevcuttur. Mevcut tedavilerle iyilesme gézlemlenmeyen 11 AA hastasina
uygulanan kriyoterapi sonrasi, yaklasik yarisinda ¢ok iyi yanit, ii¢ hastada ise kismi yanit
elde edilmistir. Bu tedavi yaygin olmayan AA’da tedavi segenegi olarak kabul
gormektedir(105).

2.2.7.1.8. Beksaroten

Beksarotenin, bagisiklik sistemini diizenleme ve T hiicre 6liimiinii tetikleme yoluyla etki
ettigi diisiiniilmektedir. %1 beksaroten jel ile tedavi edilen hastalarin yaklagik dortte
birinde basarili sonuglar elde edilmistir. Yan etki olarak irritasyon sikca

gorilmektedir(106).

2.2.7.1.9. Prostaglandin analoglar

Glokom tedavisinde yer alan prostaglandin F2-o analoglart olan latanoprost ve
bimatoprost, kirpik hipertrikozu gibi yan etkilere yol acabilmektedir(107). Latanoprostun
2 il siireyle kullanildigt AU tanili 40 hastayr kapsayan bir arastirmada, hastalarmn
yaklagik yarisinda tam veya orta derecede kirpik biiylimesi tespit edilirken, kontrol
grubundaki hastalarda boyle bir etki gozlemlenmemistir(108). Kas alopesisi olan 8
hastay1 igeren dort ay siiren bir ¢alismada, latanoprostun etkisiz oldugu gortilmiistiir.
Hafif eritem ve kasint1 gibi yan etkiler sinirli sayida hastada goriilmiis olup, bu yan etkiler

tedavinin birakilmasini gerektirecek kadar siddetli olmamistir(109).
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2.2.7.2 Sistemik Tedaviler
2.2.7.2.1. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Kortikosteroid Kullanimi

Sistemik kortikosteroidler AA tedavisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Yamali
AA’da, ofiyazik AA ve yaygin tutulumlu hastalara gére daha basarili sonuclar elde
edilmektedir. Genellikle yeni ve yaygin alopesisi olan vakalarda, dokiilmenin ilerleyisini
durdurmak igin tercih edilirler. Bu tedavinin basarili sonuglari olmasina ragmen sikg¢a
gorililen yaygin yan etki profilleri kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Tedavi sonrasindaki
niiksler de tercih edilmeme sebeplerindendir(4). Yetigkin bireylerde giinde 1 mg/kg,
cocuklarda ise glinde 0,1-1 mg/kg dozunda kullanilmaktadir(81). Yapilan bir ¢aligmada
AA hastalarinin yaklasik yarisinda giinliik 40 mg ile baglanarak bir buguk ay sistemik
prednizolon kullaniminin ardindan, dokiilme alanlarinin %25'inden fazlasinda klinik
tyilesme gozlenmis(1). Yapilan vaka serisinde cesitli uygulama yontemleri kullanilarak
verilen yliksek doz pulse kortikosteroide karsi basarili sonuglar gézlenmistir(110). AA’da
sistemik kortikosteroidlerin etkinligini inceleyen az sayida arastirma mevcuttur. 200
mg/hafta sistemik prednizolon kullanan hastalar iic ay gozlenlenmis olup hastalarin
yaklagik yarisinda dokiilme alanlarinin >%30-35inde klinik iyilesme gdzlemlenirken,
kontrol grubundaki hig bir hastada klinik iyilesme gozlemlenmemistir. Tedavi bitiminden
sonra li¢ aylik donemde vakalarim %25’inde niiks bildirilmistir.  Sistemik
kortikosteroidlerin 6nemli yan etkileri arasinda hiperglisemi, tansiyon yiiksekligi, kemik
mineral metabolizma bozukluklari, katarakt, immiinsiipresyon ve buna bagh
enfeksiyonlara yatkinlik, kilo alimi, agrili ve diizensiz menstiirasyon donemleri, stria,
hipertrikoz, folikiilit ve Cushing sendromu bulunmaktadir(111). Yiiksek doz
kortikosteroidlerin belirli araliklarla kisa siireli uygulanmasini igeren pulse tedavisi yan
etki profili acisindan giinliikk olarak alinan oral kortikosteroid rejimlerine gore daha

avantajli bir segenek olarak degerlendirilir(112).

2.2.7.2.2. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Siklosporin Kullanim

Organ naklinden sonra doku reddini Onlemek i¢in kullanilan siklosporin, bagisiklik
sistemini baskilar, T hiicre aktivasyonunu engeller ve IFN-y iiretimini disiriir(4).
Istenmeyen bir etki olarak anagen fazindaki kil folikiillerinin katagen faza gecisini

geciktirerek hipertrikoza neden olmaktadir(113). AA’nin patogenezinde T hiicrelerinin
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kritik rol oynadig1 bilinmekte olup siklosporinin bu amagla tedavi etkinligi arastirilmigtir
fakat elde edilen veriler heniiz yeterli degildir. AA’da siklosporinin etkinliginin
incelendigi bir arastirmada basar1 orani %25 olarak bulunmus, metilprednizolon ile
birlikte tedavi edilen hastalarda bu oran %76,7 ye yiikselmistir(114). Oral siklosporin,
AA hastalarinda ciddi yan etkileri, uzun siireli kullanim zorunlulugu ve yiiksek tekrarlama
riski nedeniyle genellikle tercih edilmemektedir. Bobrek ve karaciger toksisitesi, dis eti
bliylimesi, bas agrisi, ates, titreme ve yliksek lipid seviyeleri sik¢a goriilen yan etkiler
arasindadir(81). Siklosporin kullanan organ nakli olmus hastalarda da AA gelisimi
gozlenmistir(4).

2.2.7.2.3. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Metotreksat Kullanima

Metotreksat, folik asit antagonisti olup bagisiklik baskilayici etkiler gdsteren bir ilagtir ve
sedef, vitiligo gibi dermatolojik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak tercih
edilmektedir(115). Metotreksatin AA tedavisinde hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda
basarili oldugu rapor edilmistir. 2019 yilinda yapilan ve cogunlugu retrospektif olan
caligmalarin meta-analizinde, hastalarin %63'linde iyi yanit, %36'sinda ise tam yanit
gbzlenmistir. Hastalardaki niiks oraninin ise %47,7 oldugu gézlemlenmistir. Metotreksat
tedavisinde, oral veya subkutan yolla haftalik 7,5-25 mg doz uygulanir. Erigkinlerde ve
sistemik steroidlerle kombinasyon halinde daha basarili sonuclar elde edilmistir. Ik kil
cikis1 genellikle tedavinin ilk ii¢ ayinda goriiliir ve tam uzama 6-12 aylik bir siireg alabilir.
Tedaviye kismi olumlu yanit veren hastalar olmasma karsin doz azaltilmasi ve
kesilmesinden sonraki donemde genellikle hastaligin tekrarladigi goriiliir. Bu nedenle
tolere edilebilen hastalarda uzun siireli kullanim bir segenek olabilir. Sikca gozlenen
istenmeyen etkiler arasinda bulanti kusma, pansitopeni ve karaciger enzim yiiksekligi

bulunmaktadir(116).

2.2.7.2.4. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Siilfasalazin Kullanim

Siilfasalazin, Th ve NK hiicrelerinin {iretimini ve aktivasyonunu baskilar. Ayrica antikor
dretimini inhibe ederek bagisiklik sistemini hem modiile eden hem de baskilayan
ozelliklere sahiptir. T hiicresi sitokinlerinden IL-2 ve IFN-y’y1 ve makrofaj
sitokinlerinden IL-1, TNF-a ve IL-6 'y1 da inhibe etmektedir(117). Geriye doniik toplanan

hasta verilerinin incelendigi bir ¢calismada, AA hastalarinin yaklasik %25’inde basarili
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sonuclar elde edildigi bildirilmistir. Yan etkileri arasinda bulanti, kusma, bas agrisi, ates,

makdilopapiiler eriipsiyon ve nadiren pansitopeni ile hepatotoksisite bulunmaktadir(118).

2.2.7.2.5. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Fotokemoterapi Kullanim

Psoralen ve ultraviyole A (PUVA) fotokemoterapi, bir psoralenin (yani 1518a duyarli hale
getirici bir maddenin) topikal veya oral uygulanmasmin ardindan hastanin UVA 15181na
maruz birakilmasini ifade eder. UV 15181, langerhans hiicrelerinin ve bagisiklik sisteminin
aktivasyonunu azaltir. Tip 1 reaksiyonu olarak bilinen proinflamatuar yaniti, IL-12, IFN-
vy ve IL-8 gibi temel sitokinlerin baskilanmasi yoluyla azaltilabilir(119). Langerhans
hiicreleri, CD4/CDS8 T lenfositleri, NK hiicreleri ve bunlarin reseptdrleri tizerindeki etkisi,
fototerapiyi AA i¢in potansiyel bir secenek haline getirmektedir. PUVA tedavisinin bagari

oranlarinin %15 ile %70 arasinda degistigi bildirilmistir(81).
2.2.7.2.6. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Azatiyopiirin Kullanim

Azatiyoplirin, tiyoplirin tiirevi bir immiin baskilayici ilag olup, bir¢ok hastalikta kullanim
endikasyonu bulunmaktadir. Ilacin etkisi, 6-tiyoguanin adli aktif metabolitinin piirinlerin
dogal islevlerini engellemesiyle ortaya ¢ikar. Sitotoksik ve immiin baskilayici etkileri,
DNA ve RNA sentezine zarar vermesiyle iligkilidir(120). DNA sentezini engelleyerek T
ve B hiicrelerinin ¢ogalmasini onler. Bunun yani sira, T hiicrelerinin fonksiyonlarini
baskilar ve aktivasyonlarinda kritik olan IL-2’nin tiretimini sekteye ugratir. B hiicrelerine
kiyasla T hiicrelerine kars1 daha selektif bir etki gosterir(121). Sinirl sayida hastalar
tizerinde ve kontrol grubu olmayan ¢aligmalarda bu azatiyoplirin tedavisinin yeniden kil
c¢ikis1 konusunda basarili sonuglar elde ettigini gostermistir. Alopesi universalis olan 14
yetiskin hastaya enzim seviyeleri bakilarak giinliik 2-3 mg/kg azatiyopiirin tedavisi
baslanan bir caligmada hastalarin yaklasik yarisinda dokiilme alanlarinin %75’inden
fazlasinda klinik iyilesme gozlenmistir. Yaklasik bir yillik tedavi siiresinde yanit alinmis
olup, ilk yanit ortalama 1 ay icerisinde ortaya ¢ikmistir. Tedavi bitiminden sonra ortalama
2 yillik goézlem siiresi boyunca iki hastada niiks gozlenmistir(122). Pansitopeni,
transaminazlarda ylikselme, 16kopeni, bulanti, kusma ve gastrointestinal sikayetler en sik

goriilen yan etkileridir(121).

33



2.2.7.2.7. Sistemik Alopesi Areata Tedavisinde Janus kinaz (JAK) Inhibitérlerinin

Kullanim

JAK inhibitorlerinin etkinligi JAK inhibitorlerinin, inflamasyonun baskin oldugu vitiligo,
RA, sedef gibi ¢esitli hastaliklarda ve 6zellikle Th2 hiicrelerinin ana rol oynadig1 atopik
dermatit gibi hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir(112). Giincel
aragtirmalar, AA’nin gelisiminde CD8 T hiicrelerinin kilit bir rol oynadigmni ve JAK

inhibitdrlerinin bu hiicreler iizerinden etkili olabilecegini gostermistir(123).

AA gelistiren fareleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda CD8 (+) ve NKG2D (+) T
hiicrelerinin AA gelisiminin dnemli bir par¢ast oldugu anlasilmistir. T hiicrelerinin bu alt
kiimesinin, JAK-1/2 sinyali yoluyla kil folikiillerinde IL-15 iiretimini destekleyen IFN- y
salgiladig1 gosterilmistir. IL-15 ayrica, kil folikiilleri etrafindaki inflamatuar yaniti
arttirmak icin JAK1/3 sinyali yoluyla T hiicreleri tarafindan IFN- y iiretimini uyardig:
anlagilmistir. Bu yolaklara JAK reseptorlerinin aracilik ettiginin anlasilmasi, JAK

reseptor inhibitorlerinin AA tedavisinde kullanilmaya baslamasini saglamistir(124).

Farkli formlar1 bulunan tofasitinib, ruksolitinib ve barisitinib gibi ajanlar, AA tedavisiyle
ilgili vaka raporlarinda etkili bulunmustur. Sistemik tofasitinib, AA tedavisinde siklikla
tercih edilir. Son alt1 ayda yapilan bir retrospektif analizde, siddetli AA (sacli derinin
%A40’1indan fazlasinin etkilenmesiyle birlikte atipik veya total alopesi) bulunan 90 yetiskin
hastada, sabah ve aksam olmak tizere 5-10 mg tofasitinib tedavisinin en az dort ay siireyle

uygulanmasimin olumlu sonuglar verdigi gosterilmistir(125).

JAK inhibitorlerinin istenmeyen etkileri arasinda immiinsupresyona bagli enfeksiyona
yatkinlik, kemik iligi supresyonu, karaciger enzimlerinin yiiksekligi ve heniiz tam
anlamiyla aydinlatilamamis malignite riski artis1 bulunmaktadir. Barisitinib kullanimiyla
iliskili olarak, bagirsak perforasyonlari, melanositik olmayan cilt kanseri ve solid organ
tiimorlerinin insidansinda artis gozlemlenmistir(126). Ek olarak, artmis bir vendz
tromboz riski bildirilmistir fakat yakin zamanda yayinlanan bir meta-analizde bu bilgi
dogrulanamamistir(127). Tedavi izleme siirecinde, anemi, lenfopeni ve notropeni ile
artmig transaminaz, bilirubin, lipid ve kreatin fosfokinaz seviyelerine 6zel dikkat
gosterilmelidir; gerekirse doz ayarlamalari yapilmalidir. Ayrica, JAK inhibitorleri ile

tedavi edilen hastalarin, tedavinin sona ermesinden en az bir hafta sonrasina kadar siki

34



kontrasepsiyon Onlemlerine uymalar1 gerekmektedir. Topikal JAK inhibitdrleri

kullanildiginda ise akne ve kasinti, sik gozlenen yan etkiler arasinda yer almaktadir(128).
2.3. AA Fare Modelleri

Insan AA patogenezinin immiin ayricalik ¢okiisii dahil ¢esitli mekanizmalarinin nasil
tetiklendigini anlamamizda hayvan modelleri 6énemli bir rol oynamistir. Bu modeller,
ozellikle CD8+ T hiicrelerinin diger NKG2D+ hiicreler, Treg’ler ve diger potansiyel
hiicresel oyunculara gore goreceli onemini anlamamizda kritik rol oynamistir. AA
arastirmalarinda kullanilabilecek ¢esitli hayvan modelleri mevcuttur. Bu model ¢esitliligi,
insan AA patogenezinin temel mekanizmalarini ¢6zmek ve potansiyel terapotik hedefleri

daha iyi anlamak i¢in essiz bir kaynak sunmaktadir.
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Tablo 1. Cesitli hayvan modellerinde AA kriterleri(129).

Kriterler

DEBR
Sicani

Klasik
C3H/Hej
Fareleri

C3H/Hej Cilt
Grefti (AA
Indiiklenmis)

Lenf
Nodu
Transferi
(AA
C3H/Hej)

Insan Cilt
Grefti (AA
Indiiklenmis)

Normal
insan Cilt
Grefti

AA'nin klinik
fenotipi ani kil
dokiilmesi ve gegici
kil yeniden
biiylimesi ile
karakterize

Yeniden
biiylime
<3%

Yeniden
biiylime
<3%

Yeniden
biiylime
<3%

=+

AAl'ya yol acan
spontan patogenez
zinciri

Kil bulbusu
gevresinde ve iginde
tek ¢ekirdekli hiicre
infiltrasyonlarinin
histolojik 6zelligi

Kil folikiillerinin alt
kisminda ana MHC
smif I ve II'nin
anormal
ekspresyonu.

AA kil folikiilleri
peri- ve
intrafolikiiler CD8+
T hiicreleriyle
karakterize

NK hiicre
aktivitelerinde artig
ve AA bolgelerinde
MICA ve ULBP3
gibi ligantlarin asir1
ekspresyonu

Kil dokiilme modeli
fokal ve diffiiz
olarak kategorize
edilebilir

Inflamasyon anagen
kil kokleri i¢in
spesifiktir ve kil
kokleri anagen faz
durur

Telogen yapilarinin
artt1g1 ve terminal
folikiillerin azaldig1
folikiiler yapilarin
korunmasi

?: analiz edilmedi
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Tablo 2. Alopesi areata hayvan modellerinin temel 6zellikleri(129).

Model Deri Kaynagi ve | Infiltratlarin Yeri | Modelin Dezavantajlar ve
Ozellikler ve Immiinfenotipi | Kullamlabilirligi Preklinik Ilag
Calismalarindaki
Potansiyeli
DEBR Sicani Sican derisi. Kil bulbusu Negatif- AA'ya Diisiik frekans ve
Spontan kil gevresi ve iginde. | duyarli genler dis | geg baslangig.
biiylimesi pozitif, | CD8> CDA4. iireme sirasinda Preklinik ilag
indiiklenen kaybolur veya taramasl i¢in
dokiilme negatif. resesif hale gelir. | gercekgi degil.
Klasik C3H/Hej Fare derisi. Kil bulbusunun Nadir- AA'ya Disiik frekans ve
Fareleri Spontan kil iizerinde. CDS§ duyarli genler dis | geg baslangic.
bliylimesi pozitif, | <CDA4. iireme sirasinda Preklinik ilag
indiiklenen kaybolur veya taramasi i¢in
dokiilme pozitif. resesif hale gelir. | gercekgi degil.
C3H/Hej Cilt Fare derisi. Kil bulbusunun Modelin ¢apraz Insan AA'sinin
Grefti (AA Spontan kil iizerinde. CDS8 transplantasyon tipik histolojik
Indiiklenmis) biiyiimesi pozitif, | <CDA4. uyumsuzlugu ozelliklerini
indiiklenen nedeniyle test yansitmaz. Fare
dokiilme pozitif. edilmemis. ortami
sinirlayicidir.
Lenf Nod Fare derisi. Kil bulbusunun Modelin ¢apraz Insan AA'sinin
Transferi (AA Spontan kil iizerinde. CDS8 transplantasyon tipik histolojik
C3H/Hej) biiyiimesi pozitif, | <CD4. uyumsuzlugu ozelliklerini
indiiklenen nedeniyle test yansitmaz. Fare
dokiilme pozitif. edilmemis. ortami
siirlayicidir.
C57BL/6 Fareleri | Fare derisi. Kil bulbusunun Modelin ¢apraz Komplike model.
Spontan kil lizerinde. CD8 transplantasyon Insan AA'sinin
biiyiimesi igin <CDA4. uyumsuzlugu tipik histolojik
veri yok. nedeniyle test Ozelliklerini
edilmemis. yansitmaz.
Insan Cilt Grefti Insan derisi. Kil bulbusu Bagisikligi Birden fazla
(AA Indiiklenmis) | Spontan kil gevresi ve iginde. | baskilanmus fare biyopsi gereklidir.
bliylimesi pozitif, | CD8> CDA4. tiirlerinde Karmasik model.
indiiklenen kullanilabilir. Preklinik ilag
dokiilme negatif. taramasi i¢in
gercekei degil.
Normal Insan Cilt | Insan derisi. Kil bulbusu Bagisikligt Insan
Grefti Spontan kil cevresi ve iginde. | baskilanmis fare bagis¢ilarindan
biiyiimesi pozitif, | CD8> CDA4. tiirlerinde doku teminine
timarla kullanilabilir. baghdir. insan
indiiklenen AA's1 patolojisini
dokiilme negatif. yansitir.

2.3.1. insanlastirllmis Fare Modelleri

Insanlastirilms fare modelleri, bagisiklik yetersizligi (SCID) olan farelere insan kafa

derisinin  ksenotransplantasyonunu ve
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enjeksiyonunu igerir. Bu modeller, insan AA'sin1 daha dogru bir sekilde taklit etmesi

nedeniyle insana 6zgii terapdtik hedeflerin tanimlanmasinda kullanilmistir(129).
2.3.2. Dundee Deneysel Kel Sican (DEBR)

Dundee Deneysel Kel Sican (DEBR), insan AA'sinda goriilen sa¢ dokiilmesi ve bagisiklik
hiicresi infiltrasyonunu taklit eden bir diger 6énemli modeldir. Bu model, AA'daki sa¢
dokiilmesinin benzersiz mekanizmalarinin aydinlatilmast amaciyla birgok caligmada
kullanilmistir. AA arastirmalarinda degerli bir yere sahip olan bu model, su anda

kullanilamamaktadir(129).

Bu fare modelleri, AA patogenezinde rol oynayan temel bagisiklik mekanizmalarini ve
genetik faktorleri agikliga kavusturulmasinda ve bu hastaliga yonelik yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli 6lciide katki saglamistir(129).
2.3.3. C3H /HeJ Fare Modeli

C3H/Hel fare modeli, uzun yillardir AA iizerine yapilan in vivo arastirmalarda tercih
edilen bir model olarak 6ne ¢cikmaktadir. Bu farelerin yaslanmasiyla birlikte, insanlardaki
AA'ya klinik ve histolojik bakimdan benzeyen, spontan kil dokiilmesi vakalarinin %20
oraninda ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Bu kil dokiilmesi, tiroid fonksiyon bozuklugu ya
da bulasic1 bir etiyolojiye isaret eden herhangi bir kanit olmaksizin meydana gelmektedir.
Ancak, bu kendiliginden gelisen AA benzeri kil dokiilmesinin sikli1 ve olus zamam
bliytik 6lcilide degiskenlik gostermektedir(130). Ayrica, yapilan caligmalar, kil dokiilmesi
fenotipinin, etkilenen yagsli farelerden elde edilen tam kalinlikta lezyonlu deri greftlerinin
10 haftalik genc¢ disi alicilara aktarilmasi yoluyla AA gelisiminin hizlandirilabilecegini
gostermektedir. Bu bulgu, sa¢ dokiilmesi siirecinin belirli bagisiklik mekanizmalari
tarafindan tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir ve AA patogenezi hakkinda degerli
bilgiler sunmaktadir(131). Giincel g¢aligmalar, klinikk AA fenotipinin, AA gelisimi
gosteren dondr C3H/Hel farelerinden elde edilen lenf nodu hiicrelerinin alic1 farelere
adaptif transferi yoluyla indiiklenebilecegini ortaya koyarak bu modeli daha da ileriye
tasimistir. Bu yontem, lezyonlu deri nakline gerek kalmadan, birkag¢ hafta i¢cinde c¢ok

sayida AA’dan etkilenen farenin iiretilmesine olanak saglamaktadir. Bu gelisme,
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aragtirmacilara AA’nin bagisiklik sistemine dayali patogenezini incelemede daha etkin

ve pratik bir ara¢ sunmaktadir(132).

Etkilenen C3H/HeJ farelerinin soy takibi, skar birakmayan alopesinin geng disilerin
baskin oldugu, karmasik bir poligenik kalitsal hastalik olabilecegini diisiindiirtmektedir.
Disi fareler, bu hastalig1 erkek farelere kiyasla daha erken yasta (3—5 aya karsilik >6 ay)
gelistirmekte, ancak 18 aylik yastan itibaren cinsiyetler arasinda goriilme sikligi
esitlenmektedir. Bu bulgu, hastaligin genetik yatkinlik ve cinsiyete bagl farkliliklar
dogrultusunda sekillenebilecegine isaret etmektedir(133). Ostradiol veya testosteron
takviyesi igeren bir ¢alisma, testosteronun AA gelisimi iizerinde engelleyici bir etkiye
sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu, hormonal faktorlerin AA patogenezinde
oynadig1 potansiyel rolii vurgulamakta ve testosteronun AA gelisimini baskilayici
etkisinin daha ayrintili olarak arastirilmasi gerektigine isaret etmektedir(134).C3H/Hel
farelerinde AA gelisen deri dokusunun histolojik degerlendirmesinin yapildig:
caligmalarda, anagen folikiillerle sinirli kalan ve ¢ogunlukla sitotoksik CD8+ T hiicreleri
ile CD4+ Th hiicrelerinden olusan bir infiltrasyonun varligi ortaya konulmustur. Bu
hiicresel birikim, anagen folikiillerde ve kil saftinda distrofik degisikliklerle
iligkilendirilmistir. Ayrica, hem C3H/Hel] farelerinde hem de AA tanist konmus
insanlarda, kil folikiiliine 6zgii keratinler olarak tanimlanan 44 ve 46 kDa antijenlerine
kars1 gelismis bazi antikorlarin bulundugu saptanmistir. Bu c¢aligmalar, kil dokiilmesi
gosteren C3H/HeJ farelerinin, AA’li insanlarda goriilenlerle benzer sekilde, kil
folikiillerine kars1 gelisen antikorlara sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgular,
C3H/Hel farelerinin AA’y1 arastirmak i¢in uygun bir model oldugunu dogrulamakta ve
AA’nin kil folikiillerine yo6nelik anormal bir otoimmiin yanit sonucunda gelistigi

hipotezini desteklemektedir(135).

C3H/Hel fare modelinde AA'ya duyarlilik ve hastaligin ilerlemesinde dort veya
muhtemelen daha fazla genin rol oynadigr bilinmektedir. Bu genetik araliklar, belirli
genleri kesin olarak tanimlamak i¢in heniiz ¢ok genis olmakla birlikte, bilinen islevleri
temel almarak bazi genlerin 6zellikle dikkate alinmasi gerekmektedir. Janus kinaz 3
(JAK3), interlokin 12 reseptor beta 1 (IL12RB1), interlokin 15 (IL-15) ve apoptozla
iligkili bir gen olan kaspaz 3 (CASP3), AA'nin mekanizmasinda dogrudan veya dolayl

olarak etkili olabilecek potansiyel genler arasinda yer almaktadir. Bu bulgular, AA’nin
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genetik temelinin anlagilmasinda ilerleme saglamaktadir ve hastaliin mekanizmalarini
hedefleyen yeni tedavi stratejileri i¢in yon gostermektedir(64).Bu fare modeli, AA
patogenezinde IFN-y roliiniin dogrulanmasinda 6nemli bir ara¢ olmustur. IFN-y eksikligi
olan farelerin AA gelisimine kars1 direncgli olduklar1 bulunduktan sonra, nétralize edici
IFN-y antikorlarinin enjeksiyonunun, alopesik farelerde sa¢ biiylimesini indiikledigi
gosterilmistir. Bu bulgu, IFN-y'nin AA patogenezinde kilit bir rol oynadigini ve IFN-y'ya
yonelik terapotik miidahalelerin potansiyel faydalarini ortaya koymustur(136). C3H/Hel
fare modeliyle yapilan bir diger ¢calismada, CD8+ T hiicre transferinin tek basina lokalize
AA benzeri sa¢ dokiilmesini indiiklemek i¢in yeterli oldugu gosterilmis ve bu bulgu,
AA'nin immiin ayricaligin ¢okiisii teorisini dogrulamistir. Bu c¢alisma, CD8+ T
hiicrelerinin AA patogenezindeki merkezi roliinii desteklemekte ve immiin sistemin kil
folikiillerine  yonelik otoimmiin yanitinin  6nemini vurgulamaktadir. Ayrica,
CD4+/CD25- hiicrelerinin ek transferi ile yaygin AA'nin tetiklendigi tespit edilmistir.
Buna karsilik, CD4+/CD25+ diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin transferi, C3H/Hel fare
modelinde hastalik baslangicini bloke etmis, bu da CD4+ T hiicrelerinin AA’nin
patobiyolojisinde onemli bir diizenleyici rol oynadigini desteklemistir. Bu bulgular,
AA’nm patogenezinde farkli T hiicre popiilasyonlarinin belirgin etkisini ortaya koyarak

potansiyel terapotik hedefler sunmaktadir(137).

C3H/HelJ fare modeli, AA patogenezinde stres faktorlerinin de etkili olabilecegini ortaya
koymustur. Bu bulgu, AA gelisiminde yalnizca immiinolojik faktorlerin degil, ayni
zamanda ¢evresel ve duygusal etkenlerin de rol oynayabilecegini diisiindiirmekte ve
hastaligin ¢ok yonlii yapisin1 vurgulamaktadir. Ayrica, stresle iligskili onemli bir
noropeptid olan P maddesinin enjeksiyonu ile perifolikiiler nérojenik inflamasyonun
tetiklenmesi ve insan kil folikiillerinde ex vivo olarak immiin ayricaligin ¢okiigiiniin

indiiklenmesi yoluyla da AA’nin ortaya ¢ikabildigi gosterilmistir(138).

C3H/HelJ farelerinde AA lezyonlarinda yapilan global transkripsiyonel profil analizleri,
interferon (IFN) tarafindan diizenlenen ¢ok sayida genin yani sira IL-2 ve IL-15 gibi
immiin sistemi uyarici sitokinlerin upregiilasyonunu ortaya koymustur. Bu bulgular, AA
patogenezinde IFN ile iliskili yolaklarin ve immiin sistemi aktive eden sitokinlerin 6nemli
bir rol oynayabilecegini gostermekte ve AA’nin molekiiler mekanizmalarini daha 1yi

anlamak i¢in degerli bilgiler sunmaktadir(45).
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C3H/HeJ modeli, AA alaninda yapilan ¢aligmalarda sikc¢a kullanilan énemli bir model
olsa da bu modelin bazi sinirlamalar1 mevcuttur. Ozellikle, kendi iginde melezlenmis fare
popiilasyonuna 0zgii genetik Ozellikler ile insan AA’sina 0zgii genetik faktorler
arasindaki potansiyel farkliliklara odaklanmak gerekmektedir. Ilk olarak, klinik dncesi
AA modellemelerinde yaygin olarak kullanilan C3H/HelJ susu, Toll-benzeri reseptor 4
(TLR4) geninde homozigot null mutant bir alel tasimaktadir. Ancak, bu fonksiyonel
TLR4 mutasyonlar1 insan AA’s1 ile iliskili degildir; insanlarda AA ile daha ¢ok TLRI1
polimorfizmleri iliskilendirilmistir(139) Bununla birlikte, TLR4 lokusunda mutasyon
olmayan C3H/HeN farelerinin bile AA benzeri bir hastalifa duyarli olmalari, TLR4
defektinin AA benzeri lezyonlarin gelisimi ile major bir patobiyolojik iliskisi olmadigini
diisiindiirmektedir. Ikinci olarak, AA gelisiminde rolii kanitlanmis olan MHC-I polipeptit
iliskili sekans-A (MICA) geni, MHC ile baglantili ve olduk¢a polimorfik bir gendir. Bu
gen, ¢ogu memelide bulunmasina ragmen farelerde mevcut degildir(140) (141). AA
patobiyolojisinde MICA gibi NKG2D ligandlarinin giderek daha fazla taninmasi,
C3H/HelJ AA modeliyle elde edilen verilerin yorumlanmasinda dikkate alinmasi gereken
onemli bir fark olusturmaktadir(142). Bu fare modelinde CD8+ ve CD4+ T hiicreleri
folikiil ekseni boyunca, hatta bazen sadece folikiil ¢ikint1 bolgesinde gdzlenir. Insan AA
derisinde karakteristik "ar1 siiriisii" seklindeki perifolikiiler sizint1 tipik olarak sadece kil
bulbusu cevresinde ve igerisinde meydana gelir. Biitiin bu farkliliklar, C3H/HelJ fare
modelinin insan AA patogenezinin belirli yonlerini temsil etmedeki sinirlamalarini ortaya
koymakta ve modelin translasyonel gecerliligine dikkat edilmesi gerektigini

vurgulamaktadir(143).

Gelecekteki AA tedavisi i¢in potansiyel farmakolojik hedeflerden biri olan insan efektor-
bellek T hiicrelerine 6zgii voltaj kapili potasyum kanallari (Kv1.3), yalnizca insana
ozgidiir. Gergekte, fare T hiicrelerindeki K+ kanali ekspresyonu, insan T
hiicrelerininkinden belirgin bigimde farklilik gostermektedir. Bu nedenle, kendi i¢inde
melezlenmis fare modelleri, AA'da ilgi duyulan Kv1.3 blokorleri gibi se¢ilmis immiin
baskilayici ajanlarin terapétik etkilerini degerlendirmek amaciyla gegerli bir model olarak

hizmet edemez(144,145).

Sitotoksik T Lenfosit Antijeni 4 (CTLA4), dengeli bir bagisiklik tepkisinin

sirdiiriilmesinde kritik bir rol oynar ve AA ile diger otoimmiin hastaliklarin
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patogenezindeki potansiyel rolii nedeniyle biiyiik ilgi toplamaktadir. Ancak, CTLA4
polimorfizmleri, C3H/HeJ] AA fare modelinde yeterince temsil edilmemektedir. Bu
eksiklik, AA patogenezinde CTLA4’{in katkisin1 arastirmak i¢in bu modelin sinirli bir
gecerlilige sahip olabilecegini gostermektedir(146).

MHC-I molekiilleriyle sunulan otoantijenik peptitlerin tiirler arasinda 6zdes olma
olasilig1 diisiik oldugundan ve farelerde tanimlanmasi beklenmediginden, C3H/HeJ
modelinin  bu antijenleri tamimlamak amaciyla kullanilabilirligi  belirsizligini
korumaktadir. C3H/HeJ modeli, AA yonetimine yonelik potansiyel tedavi edici ajanlara
iliskin Onciil kanitlar saglamak amaciyla kullanilmistir. Ancak bu modelin histolojik
ozellikleri, insan AA'sina 6zgi nitelikleri tam olarak yansitmamaktadir; bu nedenle, AA
tedavi adaylarmin terapotik etkinliklerini degerlendirmede klinik olarak yeterince
ongoriicli olup olmadig: tartigsmaya agiktir. Bu siirlamalar, C3H/HeJ modelinin insan
AA patogenezini yansitmadaki yeterliligini sorgulatmakta ve insan hastaliginin spesifik
Ozelliklerini daha iyi temsil edebilecek alternatif modellerin gelistirilmesine duyulan

ithtiyact vurgulamaktadir(147).
2.4. Hayvan modellerinde AA Indiiksiyonu

AA’y1 hayvan modellerinde indiiklemek i¢in kullanilan ¢esitli yontemler mevcuttur ve
her biri AA patogenezi hakkinda bilgi saglamak ve yeni tedaviler gelistirmek i¢in 6nemli

katkilar sunmaktadir. Caligmalarda sikg¢a kullanilan AA indiiksiyon yontemleri sunlardir:

- Kiriyoprezervasyonlu Lenfosit Transferi: AA'dan etkilenen farelerden alinan
kriyoprezervasyonlu lenf nodu hiicreleri ¢oziildiikten sonra alict farelere enjekte
edilebilir; bu yontem, geleneksel indiiksiyon yontemlerine benzer patolojik 6zellikler

gosterir(148)

- Tam Kalmlikta Deri Greftleri: AA fenotipini seri olarak aktarma yetenegine sahip olan
tam kalinlikta deri greftleri, AA'dan etkilenen farelerden normal C3H/Hel farelerine

almarak AA indiiksiyonu saglanabilir(131).

- Kiiltiir Lenfoid Hiicre Enjeksiyonu: AA’dan etkilenen farelerden alinan kiiltiirlenmis
lenfoid hiicreler, intradermal enjeksiyon yoluyla cerrahi miidahaleye gerek kalmadan alic1

farelerde AA gelisimini tetikleyebilir.
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- Poliinosinik-Polisitidilik Asit (Poli[I:C]) ve IFN-y) Enjeksiyonu: Poli(I:C) ve IFN-y’nin
C3H/Hel farelerine deri alti enjeksiyonu, dogal bagisikligi ve inflamasyon yollarini

aktive ederek AA’nin indiiksiyonunu saglar(149).

- Taze Izole Edilmis Deri Hiicreleri Enjeksiyonu: AA’dan etkilenen farelerden alinan taze
izole edilmis deri hiicrelerinin dermal enjeksiyonu, saglikli farelerde AA olusumunu

tetikleyebilir ve bu da AA patogenezinde miyeloid hiicrelerin roliine dikkat ¢eker(129).

- Insanlastirilmis Fare Modelleri: Insan kafa derisinin SCID farelerine
ksenotransplantasyonu ve ardindan IL-2 ile uyarilmis periferik kan monontikleer
hiicrelerinin (PBMC) enjeksiyonu, insana 06zgli bagisiklik tepkilerini ve terapdtik

hedefleri incelemek i¢in AA’nin indiiksiyonuna olanak saglar(129).

- Hiicre Transferi Calismalari: AA’dan etkilenen farelerden normal farelere spesifik
bagisiklik hiicrelerinin (6rnegin CD8+ hiicreleri) transferi, transfer edilen hiicre tipine

bagli olarak lokalize veya sistemik AA gelisimine yol agabilir(150).
2.5. Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileyebilme yetenegine sahip olan ve heniiz farklilagmamis
hiicrelerdir. Bu benzersiz 6zellikleri sayesinde, kok hiicreler, kan, kas ve sinir hiicreleri
gibi cesitli 6zel hiicre tiplerine doniisme kapasitesine sahiptir. Kok hiicrelerin bu
farklilagsma yetenegi, organizmanin ihtiyaglarina gore cesitli hiicreler iiretebilmesi ve
hasar goren dokularin onariminda kritik bir rol oynamasi agisindan son derece

onemlidir(151).

Kok hiicreleri, farklilasma kapasitelerine gore totipotenti, pluripotent ve multipotent
olarak ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Totipotent kdk hiicreler, morulanin ilk asamalarinda
bulunan hiicrelerdir ve tiim organlari ile ekstra embriyonik dokular1 olusturma yetenegine
sahiptir. Bu 6zellikleri, bir organizmanimn tam bir birey olarak gelismesine olanak tanir.
Pluripotent kok hiicreler ise tiim germinal tabakalar1 olusturabilme kapasitesine sahip
hiicrelerdir. Bu hiicreler, bir¢cok farkli hiicre tipine doniisebilme yetenegine sahiptir,
ancak ekstra embriyonik dokulari olusturma yeteneginden yoksundurlar. Pluripotent kok
hiicreler, 6zellikle embriyonik kok hiicreler 6rneginde oldugu gibi, gelisimin erken

asamalarinda 6nemli bir rol oynar. Multipotent kok hiicreler ise genellikle mezenkimal
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kok hiicreleri (MKH) olarak bilinir ve bulundugu dokudaki herhangi bir hiicre tipine
doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak, bu hiicreler yalnizca belirli bir doku grubuna ait
hiicre tiplerine farklilasma kapasitesine sahiptir. Ornegin, MKH'lar, kas, yag veya kemik
hiicrelerine doniisebilirler. Bu ii¢ kok hiicre tipi, gelisimsel biyoloji ve rejeneratif tip
alaninda Onemli bir yere sahiptir. Kok hiicrelerin farklilasma yetenekleri, doku
miithendisligi, hastalik modelleri ve tedavi yontemleri gelistirilmesinde biiylik potansiyel

sunmaktadir (152).
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Sekil 8.  MKH'lerin izolasyonu, genisletilmesi ve farklilastirilmasi. MKH'ler insan ya
da farelerin ¢esitli dokularindan izole edilebilir. Bu kiigiik hiicre popiilasyonu
izole edilebilir, genisletilebilir ve seri pasajlardan sonra zenginlestirilebilir.
MKH'lerin safligin1 belirlemek i¢in pozitif ve negatif belirteglerin bir
kombinasyonu kullanilabilir. Kendini yenilemeye ek olarak, bu multipotent
MKH'ler kiiltiirde farklilasmaya da ugrayabilir. MKH'leri tanimlamak i¢in
altin standartlardan biri, adiposit ve osteoblast gibi hiicre soylarina
farklilagma yetenekleridir(153).

Kok hiicreler, simetrik boliinme ile kendilerini yenileyebilme ve asimetrik boliinme ile
farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetenegine sahiptir. Asimetrik boliinme siirecinde, her

kok hiicreden biri kendisini yenileyerek kopyasini olustururken, digeri belirli bir hiicre
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tipine farklilagsmaktadir. Bu mekanizma, organizmanin ihtiyaglaria gore gesitli hiicre
tiirlerinin {iretilmesine olanak tanir. Insan viicudunda, dokuya 6zgii eriskin kok hiicrelerin
sayist oldukca fazladir ve bu hiicreler, yogun bir kok hiicre popiilasyonu olusturur.
Ornegin, kemik iligi, en az iki tiir kok hiicre igerigine sahiptir. Bunlardan ilki,
hematopoietik kok hiicre popiilasyonudur; bu hiicreler, viicudun her tiirden kan hiicresini
tiretmekte onemli bir rol oynamaktadir. Kemik iliginde bulunan diger bir kok hiicre
popiilasyonu, kemik iligi stromal hiicreleri (mezenkimal kdk hiicreler) olarak adlandirilir.
Bu hiicreler, osteositler, kondrositler, adipositler ve tendonlar gibi bag dokusunu
olusturan hiicre tiirlerinin iiretiminde kritik bir rol oynar. Yetiskin kok hiicreler,
farklilagsma veya plastisite olarak bilinen 6zellikleri ile bulundugu canli organizmadaki
dokular1 koruma, onarma ve dokuya Ozgili hiicre tiplerini olusturma gorevini
iistlenmektedir. Bu siirecler, organizmanin doku biitiinliiglinii saglamada ve hasar
gordiiginde onarim mekanizmalarini devreye sokmada hayati 6neme sahiptir. Erigkin
kok hiicrelerin bu 6zellikleri, rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi alanlarda biiyiik

bir potansiyel sunmaktadir(154).

MKH’ler, kendini yenileyebilme ve farklilasma yetenegine sahiptir. MKH'ler, kemik
iligi, gobek kordonu dokusu, gébek kordonu kani, sinoviyal membran, periferik kan ve
adipoz doku gibi cesitli kaynaklardan elde edilebilir. Bu ¢esitli kaynaklar, MKH'lerin
genis uygulama yelpazesine katki saglar. Son on bes yil igerisinde, MKH'ler, diyabet,
norolojik hastaliklar, kalp hastaliklari, iskelet doku hasarlari, GVHD ve inflamatuar
bagirsak hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde en fazla tercih edilen kok hiicre
tipi haline gelmistir. Ozellikle adiposit kaynakli mezenkimal kok hiicreler (A-MKH),
apaptozu ve inflamasyonu dnleyici ve bagisiklik sistemini modiile edici ¢esitli 6zellikleri
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu 6zellikler, MKH'lerin dokularin onarimi ve
lyilesmesi tizerindeki etkisini artirmakta, ayn1 zamanda cesitli hastaliklarin tedavisinde
yeni yaklagimlar sunmaktadir. MKH'lerin potansiyeli, saghk alaninda yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir zemin olusturmaktadir(155).

MKH’ler, standart olarak CD29, CD73, CD90 ve CD105 gibi yiizey belirteclerini
eksprese eden, fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler, adipoz doku, kikirdak ve
kemik gibi cesitli mezenkimal dokulara farklilasabilme kapasitesine sahiptir(156).

Transplante edilen kok hiicrelerin dokuya spesifik hiicre tiplerine doniiserek veya cesitli
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biiyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinler salgilayarak terapdtik etki gosterdigi
diisiiniilmektedir(157). MKH tarafindan salginlanan sitokinlerin hiicreler tizerinde trofik
ve sitoprotektif etkilerinin oldugu, hiicre sag kalimini arttirdigi ve immiinmodiilasyona
yardim ettigi gosterilmistir(158). TNF-a ve IFN-y gibi sitokinlerin artis gosterdigi
inflamasyon durumunda MKH nitrik oksit (NO), prostaglandin E2 (PGE2), interlokin-10
(IL-10), hepatosit biliytime faktorii (HGF), indolamin 2-3 dioksijenaz (IDO) ve hem
oksijenaz (HO) gibi antiinflamatuar molekiiller sekrete etmektedir(159). PGE2 endotel,
fibroblast ve dogal bagisiklik hiicrelerinden salgilanir ve T hiicrelerinde interlokin-2 (IL-
2) salmimmin 6nleyerek T hiicrelerinin proliferasyonunu engeller (160). PGE2 ayrica
interlokin-4 (IL-4) ekspresyonunu upregiile edip IFN-y {iretimini baskilar ve T helper-1
(Th1) ve T helper-2 (Th2) hiicreleri arasindaki dengeyi Th2 lehine kaydirir. Diisiik IFN-
v ve yliksek IL-4 seviyeleri antiinflamatuar 6zelligi olan M2 makrofajlarinda artisa neden
olmaktadir (161). Kok hiicrelerin rejeneratif 6zelliklerinin %80'e kadarinin parakrin
faktor sinyallemesinden geldigi diisiiniilmektedir(162). Trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiyiime faktorii- f (TGF- ) ve vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) gibi bircok faktér MKH tarafindan salgilanir. Bu faktorlerin

hasarli dokularin onarimini etkiledigi bilinmektedir(163).

Bu kok hiicreler hem laboratuvar ortaminda hem de canli organizmalarda giiclii
antiinflamatuar ve bagisiklik diizenleyici etkiler gosterdigi tespit edilmistir. T ve B
lenfositlerin ¢ogalmasin1 ve NK hiicrelerinin aktivitesini baskilayan MKH'lerin, ayni
zamanda monositlerin dendritik hiicrelere doniisiimiinii 6nleyerek antijen sunma islevini
engelledigi belirlenmistir. Son ¢aligmalar, MKH'lerin VEGF, anjiyopoietin I, keratinosit
biiyiime faktorii ve HGF gibi biiylime faktorlerinin iiretimiyle doku yenilenmesini tegvik
edebilecegini gostermektedir. Cesitli caligmalarda sikc¢a tercih edilen adipoz doku ve
kemik iligi kaynakli MKH'lerin karsilastirmali analizleri, bu hiicrelerin bagisiklik
fenotipi, izolasyon edilebilme yetenekleri, koloni siklig1 ve farklilasma yeteneklerinin
benzer oldugunu ve ortak bir morfolojiye sahip olduklarmi gostermistir. A-MKH izole
etme kolaylig1 ve elde edilen miktarin fazla olmasi deneysel ve olas1 klinik uygulamalarda

kullanimlarinin artmasina neden olmustur(164).

46



MKH'lerin intraven6z veya dogrudan dokuya enjeksiyon yoluyla uygulandiginda konakgi
dokuda sinirl bir hayatta kalma siiresine sahip oldugu anlagilmistir. Bu hiicrelerin gorece
kisa yasam siirelerine ragmen klinik iyilesme belirtilerinin goézlemlenebilmesi, trofik
etkileri konusunda alternatif diisiincelerin ortaya ¢ikmasina yol agmustir(158).
Immiinojenitesi diisiik olan bu kdk hiicreler, biiyiime faktorleri, sitokinler ve rejeneratif
faktorler dahil olmak iizere bir¢ok 6nemli bilesen salgilayabilir. Bu etkilerin temel olarak
parakrin etki mekanizmasiyla gergeklestigi one siiriilmektedir. Kok hiicrelerin kiiltiire
edildigi ortamda salgiladiklar1 sekretom, mikrovezikiiller, eksozomlar ve biiyiime
faktorleri gibi zengin igerikli bu besiyeri, “kosullu besiyeri” (KB) olarak
adlandirilmaktadir. KB; MKH’ler tarafindan iiretilen bir¢ok sitokini ve rejeneratif 6zelligi
yiiksek molekiilleri igerir. Bu ortamda VEGF, PDGF, EGF gibi biiyiime faktorleri; TGF-
B1, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10 gibi proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler ile FGF2 ve
HGF gibi vaskiileriteyi artiric1 ajanlar bulunmaktadir. Bu iiretilen parakrin faktorlerin

hepsi farkli arastirmalarla dogrulanmistir(165).

HGF, VEGF, FGF ve IGF-1 gibi biiyiime faktorlerinin hiicre proliferasyonu ve doku
yenilenmesi lizerinde dnemli etkilerinin oldugu gdsterilmistir. Bunun yani sira, MKH nin
antiinflamatuar etkileri, IL-10 ve TGF- B gibi antiinflamatuar sitokinlerin iiretiminin
artmas1 ve IL-1a, IL-6, IL-17 ve IFN-y gibi proinflamatuar faktorlerin seviyelerinin
azalmasiyla kanitlanmistir. Ek olarak, MKH’lerin anjiyogenezde gorevli VEGF-A’y1 ve
yeni damarlarin olgunlagsmasinda rol oynayan Angl/Ang2’yi salgilayarak yara
tyilesmesine katkida bulundugu belirlenmistir (165). Bu etkinin mekanizmasina MKH’ler
tizerinde etkili olan TNF-a, IFN-y ve IL-lo/I1fB'nin biliyiilk miktarlarda CXCL9 ve
CXCLI10 tretimini tesvik ederek aracilik ettigi anlasilmistir. Benzer bir ¢calismada da
MKH'lerin TNF- a ve IFN- v ile aktivasyonunun ayrica IL-6, HGF, VEGF ve TGF-f

tiretimini arttirdig1 ve kemik olusumunu destekledigi gosterilmistir(166).
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Tablo 3. Ug ana doku kaynagmdan elde edilen MKH’lerinin karsilastirilmasi(167)

Kaynak Avantajlar Dezavantajlar Cogaltma Isaretleyiciler Klinik uygulamalar
kapasitesi
Kemik Hepatositlere Edinme siireci | Yavas bir cogalma | Yiizey Yaygin kemik hasari ile
iligi farklilagma genellikle act | hizt  gosterirler, | belirteglerine karakterize  ortopedik
potansiyeli vericidir ve | ikiye  katlanma | (CD90, CD105, | hastaliklarin
sitokrom enfeksiyon  riski | siiresi(DT) CD73) ek olarak | tedavisinde kullanilir.
P450'nin tagir. genellikle 40-60 | MKH'ler  ayrica | Kemik iligi kaynakli
ekspresyonu Hiicre verimi ve | saat siirer ve | CD29, CD44 ve | MKH'ler ayrica artritik
bir¢ok klinik | farklilasma senesans belirtileri | CD105 gibi hiicre | olmayan femoral bag
caligma potansiyeli dondr | pasajlarin 6. /7. | adezyon nekrozunu tedavi etmek
giivenligini  ve | ozelliklerine jenerasyonunda molekiillerini de | i¢in de kullanilabilir.
etkinligini baglhdir. mevcuttur. ifade eder, CD14, | Miyokard enfarktiisii,
kanitlamstir. CD34ve CD45ise | GVHD ve SLE
ifade edilmez. iizerinde potansiyel
terapotik etkisi
bilinmektedir.
Adipoz Adipoz doku bol | Kemik iligi | Kemik iligi | MKH'lerde yiizey | Bagisiklik  sistemini
doku miktarda kaynakl kaynakli belirteclerinin baskilayan GVHD
bulunur ve | MKH'lere kiyasla | MKH'lere gore | (CD90, CD105, | tedavisi, kozmetik veya
kolayca daha zayif | daha iyi | CD73) yiiksek | dermatolojik durumlara
ulasilabilirdir.Bi | osteogenik ve | performans, ifadesi ve | uygulama
r dizi anjiyojenik | kondrojenik DT'nin 20-45 | hematopoietik iskele kast
ve apoptotik | potansiyele saate kisaltilmasi | belirteglerin yaralanmalari,
sitokin  salgilar | sahiptir ve 8. nesile gecis | (CD45,  CD34) | meniskiis yaralanmalari
kemik iligi sirasinda ifadesi dustiktir. ve tendon ve periferik
kaynakli yaslanma belirtisi sinir rejenerasyon
MKH'lere gore yoktur. tedavisinde = basariyla
daha fazla kullanilir.
immiinsupresifti
I
Gobek Yiiksek Lipojenik Digerlerinde 3-4 | Immiin Pankreas adacik
kordon yayginlik, farklilagma kat daha yiiksek | markerlerin ¢ogu | hiicrelerinin in vitro
invaziv potansiyeli olan en yiiksek | kemik iligi | rejenerasyonu
muayenelerden olmayabilir. katma deger | kaynakl GVHD ve SLE'nin
ve etik | Osteojenik oranini MKH'lere benzer | tedavisinde kullanilir.
sorunlardan farklilagma gostermektedir sekilde ifade
kaginma potansiyeli edilmektedir.
kemik iligi | agisindan  kemik
kaynakl iligi kaynakl
MKH'lere gore | MKH'lere  gore
daha yiiksek | daha diisiik
genigleme ve go¢ | olabilir
kapasitesi
sergiler.

Normal kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH'lerin T lenfosit proliferasyonu

tizerindeki etkilerini test etmek amaciyla, farkli oranlarda uyarilmis T hiicreleriyle kiiltiire

edilmistir. Bu ¢alismada, MKH'lerin T hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide

inhibe edebildigi

ve oOzellikle GO0/G1
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gozlemlenmistir. Ayrica, kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin bu inhibisyon roliinde daha

belirgin bir etki gosterdigi ortaya konulmustur(168).

Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH'lerin ThO hiicrelerinin Th1 ve Th2 hiicrelerine
farklilasmas1 tlizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, periferik kandan elde edilen
mononiikleer hiicrelerle birlikte kiiltiire edildikleri bir c¢alisma gergeklestirilmistir.
Calisma, her iki kok hiicre grubunun da IL-2 ve IFN-y iiretimini 6nemli 6l¢lide inhibe
edebildigini, ancak IL-10 ve IL-4 {izerinde belirgin bir etkilerinin olmadigin1 ortaya
koymustur. ThO hiicrelerinin Thl hiicrelerine farklilagsmasi temel olarak IFN-y ve IL-2
salgilanmasiyla tetiklenirken, ThO'nin Th2’ye doéniisiimiinde ise IL-10 ve IL-4 etkili
olmaktadir. Normal bagisiklik kosullar1 altinda, MKH'lerin esas olarak ThO hiicrelerinin
Th1 hiicrelerine farklilasmasini azalttig1 gézlemlenmis ve bu durum, hiicresel bagisiklik
yanitint diizenleme yoluyla bagisiklik sistemi iizerinde etki gdsterdiklerini
desteklemektedir. Ayrica, adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin  bagisiklik
diizenlemesinde kemik iligi kaynakli hiicrelere benzer bir etkinlik gosterdigi

saptanmistir(168,169).

Adipoz doku kaynakli MKH'ler, cesitli hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptir. Bu
hiicreler, kendi kendini onarma ve yenileme oOzellikleri ve erisim kolayligi, tekrar
edilebilir uygulama imkéani sayesinde dnemli avantajlar sunmaktadir. Subkutan yag
dokunun bol bulunabilirligi ve kolay erisilebilir olmasi, ¢alismalarda adipoz doku
kaynakli MKH’lerin tercih edilme nedenlerinden biridir. Diger MKH tiirleriyle
karsilastirildiginda, minimal girisimsel islemlerle ¢cok sayida hiicreye daha ucuz maliyetle

ulasilabilmesi de bu hiicreleri 6ne ¢ikaran faktorler arasindadir(170).

Kok hiicre temelli tedavilerde yapilan yeni kesifler, daha etkili ve basarili sa¢ dokiilmesi
tedavilerinin gelistirilmesi i¢in cesaret verici bir temel olusturmaktadir. Bu tiir ilerlemeler
umut verici olsa da kok hiicre temelli tedavileri tam anlamiyla destekleyecek klinik veriler

heniiz yeterli diizeyde degildir(162).
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2.6. Alopesi Tedavisinde Kullanilan Rejeneratif Tip Stratejileri

Alopesi gibi sa¢ dokiilmesi bozukluklarmin tedavisinde kullanilan rejeneratif tip
yaklasimlari, g¢esitli kok hiicre temelli ve hiicresiz tedavi segeneklerini icermektedir.
Alopesinin patofizyolojisine uygun olarak gelistirilen bu stratejiler arasinda kok hiicre
terapileri, MKH tiirevli sekretom veya ekstraseliiler vezikiiller (EV) ve trombositten
zengin plazma (PRP) gibi yontemler bulunmaktadir. Bu tedavi yontemleri, 6zellikle kil
folikiilii mikro ortammnin yeniden yapilandirilmasini, biiyiime dongiisiiniin

diizenlenmesini ve folikiiler canliligin artirllmasini hedeflemektedir(171).
2.6.1. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) Tabanh Tedaviler

Alopesinin tedavisinde en ¢ok incelenen kok hiicre tiirlerinden biri olan MKH'ler, adipoz
doku, kemik iligi ve gdbek kordonu kani1 gibi kaynaklardan elde edilmektedir. MKH’lerin
kendini yenileme, hasarli dokuya gb¢ etme ve immiinmodiilator 6zellikleri sayesinde, kil
folikiilleri ve dermal papilla hiicreleri ile etkilesim kurarak sa¢ biiylime donglisiinii
yeniden baglatma ve folikiiler yenilenmeyi tesvik etme kapasiteleri bulunmaktadir.
MKH’ler ayrica patolojik siireglerin neden oldugu folikiiler inflamasyonu baskilayarak
sa¢ dokiilmesini azaltmada da etkili olabilmektedir. MKH'ler dogrudan kiiltiire edilerek
veya eksozom gibi hiicresiz bilesenler araciligiyla immiin sistem iizerinde diizenleyici
etkiler saglayarak sa¢ biiylimesini tesvik etmektedir. Indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerden tiiretilmis MKH'ler ise, timor olusumu riskini azaltan bir secenek olarak
dikkat ¢ekmektedir. MKH’lerin terapotik etkileri, Ozellikle biliylime faktorleri ve
sitokinlerin salgilanmas1 yoluyla gerceklesen parakrin etkilere dayanir. Proinflamatuar
yanitlart diizenleyen bu etkiler, ozellikle sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi

bagisiklik sistemi bozukluklarina bagli alopesi vakalarinda énem tasimaktadir(171).
2.6.2. Ekstraseliiler Vezikiiller (EV) ve Ekzosom Tabanh Tedaviler

MKH tiirevli EV’ler ve ekzosomlar, hiicresiz tedavi secenekleri olarak alopesi
tedavisinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. EV’ler, MKH’lerden salinan ve
bliylime faktorleri, RNA, proteinler gibi biyoaktif molekiilleri iceren yapilar olup,
immiinojenik riskleri azaltirken folikiiler yenilenmeyi destekleyici biyokimyasal

sinyalleri tasimaktadir. Ekzosom tabanli tedaviler, kil folikiiliindeki rejeneratif siiregleri
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destekleyerek anagen fazini uzatmakta ve sa¢ biiylimesini tegvik etmektedir. Bu tedavi
yontemi, MKH kaynakli tedavilerde ortaya ¢ikabilen bagisiklik yanitlar gibi riskleri de
azaltmaktadir(171).

2.6.3. Trombositten Zengin Plazma (PRP) Tedavisi

PRP tedavisi, kil folikiilii mikro ¢evresini diizenleyen ve biiyiime faktorii kaynagi olarak
islev goren bir yontemdir. Hastanin kanindan elde edilen yiiksek trombosit
konsantrasyonuna sahip olan PRP; PDGF, TGF-B, VEGF, IGF ve EGF gibi biiylime
faktorleri icererek sa¢ koklerinin proliferasyonunu destekler. Ozellikle androgenetik
alopesi gibi skatrisyel birakmayan alopesi tiirlerinde sa¢ dokiilmesini geri
dondiirebilmekte, folikiilin  metabolik  aktivitesini  artirarak  sa¢  kalitesini

tyilestirmektedir(99)
2.6.4. Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) Tedavisi

Adipoz dokudan elde edilen SVF, icerisinde MKH’ler, perisitler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri gibi cesitli hiicre tiplerini barindiran bir komplekstir.
SVF, kil folikiiliindeki vaskiilarizasyonu artirarak folikiillere oksijen ve besin maddesi
saglamaktadir, bu da sa¢ dokiilmesini Onleyerek sac¢ biiylimesini desteklemektedir.
SVF'nin o6zellikle androgenetik alopesi ve alopesi areata vakalarinda etkili oldugu
gbzlemlenmistir. Alopesinin tedavisinde rejeneratif tip yontemleri, kok hiicre tabanl ve
hiicresiz uygulamalarm birlikte kullanilmasiyla kil folikiilii yenilenmesinde yeni bir
boyut kazandirmaktadir. MKH, PRP ve SVF gibi tedavi segenekleri, alopesinin
inflamatuar ve immiinolojik siire¢lerini diizenleyerek folikiil mikro gevresini iyilestirme
potansiyeline sahiptir. Ancak bu tedavi yontemlerinin optimal protokolleri ve uzun vadeli

etkileri hakkinda daha fazla klinik ¢alisma gereklidir(172,173).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanarak tibbi etik acisindan uygun bulunmus (Tarih: 07.07.2021, Karar No:21/169),
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TTU-
2022-11707 nolu proje kapsaminda desteklenmistir. Calisma, Mart 2022 — Mart 2024
tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar1 ile
Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre Merkezi koordinasyonunda hayvan deneyi
arastirma projesi olarak tasarlandi, ¢calismaya Mart 2022°de baslandi ve Temmuz 2024°te

caligma sonlandirildi.
3.1.Gerec¢
3.1.1. Sarf Malzemeler
v' Masson Trikrom (BioOptika Milano S.p.A.; 04-010802), Collagen Type 1

Polyclonal

v Antibody (14695-1-AP, Proteintech), IL6 Polyclonal antibody (sc-57315, Santa
Cruz), IL15

v’ Polyclonal antibody (sc-8437, Santa Cruz), HistoPlus™ Haris Hematoksilen
(109253,

v" Merck), HistoPlus™ Eosin Y (Alkol Bazli) ¢ozeltisi ( 102439, Merck), sitrat
tamponu (pH:
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v" 6.0; Thermo Fischer Scientific, UK, AP-9003-500), Ultra V blok soliisyonu

(Thermo Fischer

v’ Scientific, UK, TA-125-UB), polyvalent sekonder antikor (Thermo Fischer
Scientific, UK,

v TP-125-BN), streptavidin peroksidaz (Thermo Fischer Scientific, UK, TS-125-
HR),

v’ diaminobenzidin (DAB) kromojeni (Thermo Fischer Scientific, UK, TA125-HD),
Gill 1T

v' Hematoksilen (Merck, Germany,1.05174.1000) sarf malzeme olarak

kullanilmistir.

3.1.2. Demirbas Malzemeler

Gilson Mikropipet, Sigma Santrifiij cihazi,Heidolph Vortex cihazi, Pequlab Perfect Spin, Gilson
GmcLab Spin, Shimadzu- Biotech Bio-Spec Nano Spectrophotometer, Siemens -20°C buzdolabi,
Binder -80°C dolap, mikrotom, boyame seti, 151k mikroskobu ve invert mikroskobu demirbag

malzemesi olarak kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Kullamlan Deney Hayvanlari

Bu calismada Jackson Laboratuvari’ndan temin edilen TLR-4 knock out C3H/HEJ
fareleri arasindan 6-8 aylik olduklarinda kendiliginden AA gelistiren fareler
kullanilmistir. AA fenotipi gosteren farelerde asagida belirtilen gruplar olusturularak
intravendz (IV) ve intralezyonel (IL) olacak sekilde iki ayr1 kok hiicre uygulamasi
yapilmistir. Kok hiicre uygulamasi sonrasinda AA fare modelinde hem gézlemsel hem
de immiinohistokimyasal parametreler kullanilarak kok hiicre uygulamasinin etkinligi
degerlendirilmistir. Jackson Laboratuvari’ndan uygun tasima kosullarinda C3H/HEJ 10
disi, 5 erkek fare laboratuvarimiza getirilmistir. Farelerimiz nem, sicaklik ve 1s1k (12:12
h) kontrollii Spesifik Patojen Olmayan (SPO) kosullarda barindirilarak koloni
olusturulmustur. Farelerin gidaya (NIH 31, %6 yag; Lab Diet 5K52, purina Mills, St

Louis, MO) ve otoklavlanmis suya kolayca erisimi saglanmistir.
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3.2.2 Deney Gruplan ve ila¢ Uygulamalari

10-15 aylik olduklarinda %20’sinde kendiliginden AA gelisen fareler gruplara rastgele
4 gruba ayrilmistir. Gruplardaki farelerin benzer yaslarda olmasima dikkat edilmistir.
Calismada gruplar1 olusturan fareler, uygulanan tedavi yontemlerine gore farkli
sekillerde diizenlenmistir. ilk gruptaki farelere intravendz olarak normal C57BL/6
farelerden elde edilen adiposit kokenli mezenkimal kok hiicre (A-MKH) tedavisi
uygulanmustir. ikinci grup farelere intralezyonel olarak A-MKH tedavisi verilmistir.
Ucgiincii gruptaki farelere intralezyonel yolla salin enjeksiyonu yapilirken, dérdiincii
gruptaki farelere ise intravendz olarak salin enjeksiyonu uygulanmistir. AA
gelistirmemis transgenik olan C3H/HeJ fareleri besinci grup olarak, transgenik
C3H/HE] farelerimizin koken aldigi tamamen saglikli olan C57BL/6 fareleri ise altinci
grup olarak belirlenmistir. Tiim fare gruplar klinik gozlem altinda tutuldu ve 12 hafta
sonunda her bir fareden tam kat deri biyopsisi alindi. Biyopsi isleminden sonra deney

sonlandirildi ve fareler anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi.

Tablo 4. Deneyde kullanilan fare gruplar: ve sayilar

Grup bagina | Tekrar Kullanilan toplam
Deney Grubu hayvan sayist kullanilan hayvan sayisi
hayvan sayist
1-Intravendz kok hiicre uygulanan grup | 4 0 4
2-Intralezyonel kok hiicre uygulanan | 3 0
grup
3-Intralezyonel SF uygulanan grup 8 0 8
4-Intravendz SF uygulanan grup 7 0 7
5-C57BL6 fareleri 5 5
6-Alopesi areata gelistirmemis transjenik | 5 5
C3H/Hej fareleri
Toplam 32 0 32
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Sekil 9. Calisma prosediirii

3.2.3. Kok Hiicre izolasyonu ve Uygulanmasi

C3HelJ fareler C57BL/6 kokenlidir. Kok hiicrelerin elde edilmesinde normal olan
C57BL/6 fareleri kullanildi. Oncelikle fare femurlar1 ve iliaklar1 diseke edilerek
cikartildi. Kemik ilikleri izole edildikten sonra doku, 1% penisilin-streptomisin
sollisyonu igeren fizyolojik soliisyonlar ile yikandi. Enzimatik parcalama sonrasi elde
edilen tek hiicre slispansiyonu, hiicre filtresinden gegcirildi. 25 cm?2’lik kiiltiir flasklarina
ekilen hiicre siispansiyonu i¢in standart hiicre besiyeri kullanildi. Kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerinin igerigi: %10 fetal sigir serumu (FBS) iceren diisiik glikozZlu DMEM (L-
DMEM medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ve 1% penicillin streptomycin

soliisyonuve 1% glutamin (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)’dir.
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Hiicreler 37°C’de ve 5% CO2 iceren ortamda inkiibe edildi ve idamesi saglandi.A-
MKH’ler kiiltiir kabina yapisma 6zelligine gore izole edildi ve 80% hiicre yogunluguna
ulasildiginda primer hiicre kiiltiiriiniin 0.025% trypsin-EDTA ile deatagman saglandi ve
alt kiiltiirlere gecildi. Farklilastirilmamis A-MKH’lerin inmmunfenotiplendirilmesi i¢in
Flow sitometride CDI11b/c, CD29, CD44, CD45, CD73, CD90 (BD Biosciences)
Olciimleri yapildi. Veriler KALUZA software (BeckmanCoulter, USA) kullanilarak
degerlendirildi ve histogramda 50%’den fazla boyanma pozitif olarak degerlendirildi.
Hayvanlara uygulama intravendz olarak 2 x10° / 200 pl olacak sekilde kuyruk veninden
enjekte edildi. Lokal uygulamalar 1 cm?lik alana 2 x10° / 200 pl hiicre olacak sekilde

intralezyonel olarak insiilin enjektorii yardimi ile uygulandi.
3.2.4. Deri drneklerinin alinmasi ve Histopatolojik Incelenmesi

12 haftalik g6zlemden sonra farelerden 1 cm?’lik tam kat deri 6rnekleri alindi. Alinan tam
kat deri biyopsi orneklerinde immiinohistokimyasal olarak IL-6 ve IL-15 sitokinlerin
immiin yogunlugu degerlendirildi. Deney sonunda alinan deri 6rnekleri 6nce %10’luk
formaldehit soliisyonunda bekletilerek tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular gece
boyu akar suda birakildi. Ardindan artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%70,
%80, %96, %100) dehidrate edildi. Ksilen ile seffaflandirilan dokular temiz parafine
gomiildi. Parafine gomiilmiis deri dokularmdan alinan Spm kalinlhigindaki kesitler Harris
hematoksilen ve eozin ile boyandi. Histopatolojik degerlendirme i¢in 151k mikroskobu
(Zeiss Axioscope 5) altinda incelendi ve dijital kamera (Zeiss Axiscope Colibri 3) ile
goriintiilendi. Immiinohistokimyasal analizde ise Avidin- Biotin peroksidaz yontemi
kullanilarak deney gruplarina ait deri dokularindan alinan kesitlerde IL6 (sc-57315, Santa
Cruz Biotechnology) ve IL15 (sc-8437, Santa Cruz Biotecnology) immunoreaktiviteleri
immiinohistokimyasal analiz ile tespit edilmistir. Ozetle, 5um kalmlhgmda alinan
kesitlerin deparafinizasyon isleminden sonra, epitoplarin acgilmasi i¢in sitrat tamponu
kullanildi (pH: 6.0; Thermo Fischer Scientific, UK, AP-9003-500). Sonra slaytlar,
endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢cin metanol i¢inde %3 hidrojen peroksid
soliisyona alind1. Spesifik olmayan boyanmalar1 dnlemek i¢in Ultra V blok soliisyonu
(Thermo Fischer Scientific, UK, TA-125-UB) uygulandi. Ardindan primer antikor (IL6
1:100 ve IL15 1:100 diliisyon oranlarinda) ile 4 °C’ de bir gece inkiibe edildi. Ardindan

biotinile edilmis keci anti polyvalent sekonder antikor (Thermo Fischer Scientific, UK,
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TP-125-BN) ile oda sicakliginda 40 dk inkiibe edildi. PBS ile birkag¢ sefer yikamadan
sonra, streptavidin peroksidaz (Thermo Fischer Scientific, UK, TS-125-HR) ile oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Antikor kompleksi, diaminobenzidin (DAB) kromojeni
(Thermo Fischer Scientific, UK, TA-125-HD) ile inkiibasyon yoluyla gorsellestirildi.
Ardindan kesitler Gill IIT Hematoksilen (Merck, Germany,1.05174.1000) ile zit boyama
yapildi. Artan alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi ve entellan adi verilen
kapatici ile kapatildi. Kesitler ZEISS Axiscope 5 Colibri 3 151k mikroskobu ile incelendi

ve goriintiilendi. Immiinoreaktivite seviyeleri Fiji/ImageJ yazilim programinda 6l¢iildii.
3.2.5. Istatistiksel Analiz

Kil folikiil sayis1 ve immiin boyama yogunlugu bakimindan deney gruplari arasindaki
istatistiksel karsilastirmada iki yonlii varyans analizi, Tukey’in ¢oklu karsilastirma testleri

uygulandi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Dokiilme Alanlarinin Gosterilmesi

Calismamizda, alopesi areata (AA) gelistiren farelerde intralezyonel (IL) ve intravendz
(IV) kok hiicre tedavilerinin dokiilme alanlar tizerindeki etkisi incelenmistir (Sekil 12).
IL kok hiicre tedavisinde, baslangictaki dokiilme alan1 74824 (+ 33544) birimden tedavi
sonrast dordiincii 6l¢ctimde 16033 (£ 16382) birime diiserek yaklasik %78’lik bir azalma
saglanmistir. Ara Olciimlerde, dokiilme alani ikinci 6l¢iimde 46329 (+ 30066), liciincii
Olciimde ise 21456 (£ 13816) birime diismiis ve bu tedavinin hizli ve kalic1 etkiler
sagladig1 goriilmiistiir. Buna karsilik, IV kok hiicre tedavisi uygulanan grupta
baslangigtaki 248880 (+ 209095) birimlik dokiilme alani, dordiincii 6lgiimde 310756 (£
248916) birime ylikselerek anlamli bir azalma saglayamamustir. Salin uygulanan kontrol
gruplarinda da benzer bir etki gozlenmistir; IL salin grubunda dokiilme alani
baslangictaki 327888 (£ 337231) birimden dordiincii 6l¢iimde 311893 (+ 1178107)
birime diiserken, IV salin grubunda ise baslangictaki 293416 (= 111139) birimlik
dokiilme alan1 785376 (+ 325850) birime yiikselmistir. Oransal olarak, IL kok hiicre
tedavisinde ilk ol¢timden doérdiincii 6l¢iime kadar deger 1.0’dan 0.21°e kadar diiserken,
IV kok hiicre ve salin gruplarinda dokiilme alaninda anlamli bir kiiciilme gézlenmemis,
hatta IV salin grubunda bu deger 2.67 katina ¢ikmistir. Bu bulgular, IL kok hiicre
tedavisinin dokiilme alanini kiiciiltmede en etkili yontem oldugunu, IV kok hiicre ve salin

uygulamalarinin ise bu etkiden yoksun kaldigini1 gostermektedir.
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Sekil 10. Intralezyonel kok hiicre (KH) ve salin (SF) uygulanan farelerin fotograflari.
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Sekil 11. Intravendz kok hiicre (KH) ve salin (SF) uygulanan farelerin fotograflari.
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Sekil 12.

TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok
hiicre veya salin uygulamalarindan sonra takip edilerek alinan fotograflar ile
hesaplanan dokiilme alanlarinin farkli 6lglim giinlerindeki degisimin
gosterilmesi. A. Intralezyonel kok hiicre uygulama sonrasi farkli
zamanlardaki dokiilme alanmnin gosterilmesi B. Intravendz kok hiicre
uygulama sonras1 farkli zamanlardaki dokiilme alaninin gosterilmesi C.
Intralezyonel salin (SF) uygulama sonrasi farkli zamanlardaki dokiilme
alanmin gosterilmesi D. Intravenéz SF uygulama sonrasi farkli zamanlardaki

dokiilme alanmin gosterilmesi

60



Tablo 5. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kdk
hiicre veya salin uygulamalarindan sonra takip edilerek alinan fotogralar ile
hesaplanan dokiilme alanlarinin ortalama ve standart sapma degerleriyle
birlikte gosterilmesi
IL Kok Hiicre IL SF IV Kok Hiicre IV SF

1.0lgiim | 74824 (+ 33544) | 327888 (+ 337231) | 248880 (+209095) | 293416 (+ 111139)

2.0lciim | 46329 (+30066) | 268014 (£ 240226) | 278536 (+ 1745264) | 568522 (+ 599531)

3.0lciim | 21456 (£ 13816) | 273221 (= 183013) | 255467 (+ 172709) | 668288 (+ 486198)

4.0lciim | 16033 (£ 16382) | 311893 (= 1178107) |310756 (+248916) | 785376 (+ 325850)

Tablo 6. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok
hiicre veya salin uygulamalarindan sonra takip edilerek alinan fotograflarla
hesaplanan dokiilme alanlarinin 1.6l¢lim bazal (1) kabul edilerek diger
Olciimlerdeki dokiilme alanlarmin oransal degisimlerinin gosterilmesi
IL Kok Hiicre IL SF IV Kok Hiicre IV SF

1.0kgiim |1 1 1 1

2.0l¢iim 0,619172993 0,817394964 1,119157827 1,937597132

3.0l¢iim 0,286752914 0,833275387 1,02646657 2,277612673

4.0l¢iim 0,214276168 0,951218099 1,248617808 2,676663849

4.2. Doku 6rneklerinde IL-6 ve IL-15 Immiin Yogunluklarinin Gésterilmesi

Calismamizda intralezyonel kok hiicre uygulamasi sonrasinda deneklerin IL-6 immiin
boyama yogunlugu, intralezyonel salin uygulanan denekler ve kontrol gruplari ile
karsilastirilmstir (Sekil 13). intralezyonel kok hiicre uygulanan deneklerin IL-6 immiin
boyama yogunlugu (11,99 + 0,58), intralezyonel salin uygulanan (p<0,001) ve CH3/Hej
kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur (p <0,001).
C57BL6 kontrol grubuyla da IL-6 immiin boyama yogunlugu agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p = 0,030). Diger gruplarin kendileri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p >0,05) (Sekil 10A). ikinci
olarak intraven6z kok hiicre uygulamasi sonrasinda deneklerin IL-6 immiin boyama
yogunlugu, intravendz salin uygulanan denekler ve kontrol gruplari ile karsilagtirilmistir
(Sekil 10B). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, gruplar arasinda IL-6 immiin boyama

yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p >0,05).
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Sekil 13. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok

hiicre veya salin uygulamalarindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gosterilmesi A. Kok hiicre veya
salinin intralezyonel uygulama sonrasit 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gdosterilmesi B. Kok hiicre veya
salinin intravendz uygulama sonrasi 12 hafta sonra aliman deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gosterilmesi.

Calisgmamizda transgenik olmayan saglikli C57BL6 kontrol denekleri ve intralezyonel

kok hiicre uygulanan denekler “klinik iyilesme saglanan ve tamamen saglikli grup” olarak

degerlendirilmis ve bir grupta ele alinmistir (Sekil 14). Bu sekilde yapilan istatistiksel

analiz sonucunda bu grubun intralezyonel IL-6 immiin boyama yogunlugu, C3H/HeJ

kontrol deneklerinden (p<0,001) ve intralezyonel salin uygulanan deneklerden

istatistiksel olarak anlaml1 derecede yiiksektir (p = 0,012). C3H/HeJ kontrol denekleri ve

intralezyonel salin uygulanan denekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmanustir (p>0,05) (Sekil 14A). Benzer bir birlestirme Intravendz kok hiicre

uygulanan denekler ve transgenik olmayan saglikli C57BL6 kontrol denekleri arasinda
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saptanmamustir (p>0,05).

6 immiin boyama yogunlugu acisindan istatistiksel

da yapilmistir (Sekil 14B). Bu islem sonucunda yapilan analizde, higbir grup arasinda IL-

olarak anlamli bir farklilik
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Sekil 14. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok

hiicre, salin ve saglikli fare gruplarindan alinan tam kat deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gosterilmesi A. Kok hiicre veya
salinin intralezyonel uygulama sonrasit 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gdosterilmesi B. Kok hiicre veya
salinin intravendz uygulama sonrasi 12 hafta sonra aliman deri biyopsi
orneklerinde IL-6 immiin yogunlugunun gosterilmesi.

Calismamizda intralezyonel kok hiicre uygulamasi sonrasinda deneklerin IL-15 immiin

boyama yogunlugu, intralezyonel salin uygulanan denekler ve kontrol gruplari ile

karsilastirilmstir (Sekil 15). Intralezyonel kok hiicre uygulanan deneklerin IL-15 immiin
boyama yogunlugu (3,12 + 0,19), C57BL6 kontrol deneklerinden (2,74 + 0,23)
istatistiksel olarak anlaml1 derecede yiiksektir (p = 0,010). Ancak, Intralezyonel kok hiicre

uygulanan deneklerin IL-15 immiin boyama yogunlugu, C3H/HelJ kontrol deneklerinden



(p = 0,005) ve intralezyonel salin uygulanan deneklerden istatistiksel olarak anlamli
derecede diistiktiir (p = 0,028). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Sekil 15A). Intravendz kok hiicre uygulamasi
sonrasinda deneklerin IL-15 immiin boyama yogunlugu (2,92 + 0,47), C3H/HeJ kontrol
deneklerinden (p = 0,003) ve intravendz salin uygulanan deneklerden anlamli derecede
disiiktiir (p = 0,007). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05) (Sekil 15B).

A IL1S B IL15
Intralezyonel Uygulama Intraveniz Uygulama
15—

15- -
5 < -
T 1 * | _g I I
! 104 =
g 10— 2
= 3
g *# g
g z
§ s — : .J
g £
8 -

0 T T T T 0 I

> G 3 &
& & & & v@* v@ *'c' W%
S & & R Q-.*"“
o L'\}\. ‘:.. * = C:gb L“:
IL Salin CIHHe] C5TBLE - IVialin CIHHe] C5TBLE —
. X _ L Kék Hiere X X X IVEsk Hicre
| Eoptrel | Kontral Eaairel | Hopirel | Kontral Eaatrol
TATiA35) | 4IB62088) | 1749020 23) [ 312¢20.19 G (21 06) | 416068 | 1749¢0 M) | 21027 (0AT)

Sekil 15. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok
hiicre veya salin uygulamalarindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gdsterilmesi A. Kok hiicre veya
salinin intralezyonel uygulama sonrasi 12 hafta sonra alman deri biyopsi
orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gosterilmesi B. Kok hiicre veya
salinin intravendz uygulama sonras1 12 hafta sonra alinan deri biyopsi

orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gosterilmesi.

Calismamizda transgenik olmayan saglikli C57BL6 kontrol denekleri ve intralezyonel
kok hiicre uygulanan denekler “klinik iyilesme saglanan ve saglikli grup” olarak

degerlendirilmis ve bir grupta ele alinmistir (Sekil 16). Bu sekilde yapilan istatistiksel
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analiz sonucunda bu grubun IL-15 immiin boyama yogunlugu, C3H/HelJ kontrol

deneklerinden (p<0,001) ve intralezyonel salin uygulanan deneklerden istatistiksel olarak

anlamli derecede diisiiktiir (p<0,001). C3H/HelJ kontrol denekleri ve intravendz salin

uygulanan

denekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir

(p>0,05) (Sekil 16A). Benzer sekilde, intravendz kok hiicre uygulanan denekler ve

transgenik olmayan saglikli C57BL6 kontrol deneklerinin birlikte ele alindig1 grubun IL-
15 immiin boyama yogunlugu, C3H/HeJ kontrol deneklerinden (p<0,001) ve
intralezyonel salin uygulanan deneklerden anlamli derecede diisiiktiir (p<0,001) (Sekil
16B).
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Sekil 16. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok

hiicre veya salin uygulamalarindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gdsterilmesi A. Kok hiicre veya
salinin intralezyonel uygulama sonrasi 12 hafta sonra alman deri biyopsi
orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gosterilmesi B. Kok hiicre veya
salinin intravendz uygulama sonras1 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde IL-15 immiin yogunlugunun gdsterilmesi.
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C57BL6 12 Ayhk

Disi

Sekil 17. Deney gruplarma ait deri orneklerinde IL-15 immiinohistokimya boyama
goriintiileri. Siyah ok immunreaktivite gosteren alanlari gostermektedir.
Biiyiitme 20X ve skala bar 50 um.

Calismamizda IL-6 sitokini immiin yogunluklarinin kdk hiicre ve salin uygulanan alopesi
gelistirmis gruplar arasinda karsilastirmasi yapilmistir (Sekil 18). IL-6 immiin yogunlugu
intralezyonel kok hiicre uygulanan grupta salin gruba gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yliksek bulunmustur. Benzer bir karsilastirma intravendz kok hiicre ve salin
uygulanan gruplar1 arasinda da yapilmistir ancak bu gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamistir (Sekil 18A). Bu gruplar arasinda IL-15 sitokininin
immiin yogunluklarinin karsilagtirmas1 da yapilmistir (Sekil 18B). IL-15 immiin
yogunlugu Intralezyonel kok hiicre uygulanan alopesi areata gelistirmis C3H/Hej
farelerinde, salin uygulanan alopesi areata gelistirmis C3H/Hej farelerinden istatistiksel
anlamli derecede diisiik bulunmustur. Intravendz kok hiicre uygulanan alopesi areata
gelistirmis C3H/Hej farelerindeki IL-15 immiin yogunlugu ise intravendz salin uygulanan

alopesi areata gelistirmis C3H/Hej farelerinden istatistiksel olarak diisiik bulunmustur.
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Sekil 18. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok
hiicre veya salin intralezyonel veya intravendz uygulamalarindan 12 hafta
sonra alinan deri biyopsi drneklerinde IL-6 ve IL-15 immiin yogunlugunun
gosterilmesi A. Kok hiicre veya salinin intralezyonel veya intravenoz
uygulamasindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi drneklerinde IL-6 immiin
yogunlugunun gosterilmesi B. Kok hiicre veya salinin intralezyonel veya
intravendz uygulamasindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi 6rneklerinde
IL-15 immiin yogunlugunun gosterilmesi
C57BL6 12 Ayhk
Disi Erkek .
Sekil 19. Deney gruplarina ait deri 6rneklerinde IL-6 immiinohistokimya boyama

gorlntiileri. Siyah ok immunreaktivite gosteren alanlar1 gostermektedir.

Biiyiitme 20X ve skala bar 50 um.
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Calismamizda bir diger karsilastirma kil folikiil sayis1 lizerinden yapilmistir (Sekil 20).

Intralezyonel kok hiicre uygulanan deneklerin kil folikiil sayisi, C57BL6 kontrol

denekleri (p = 0,002) ve C3H/Hel kontrol deneklerinden istatistiksel olarak anlamli

derecede diisiiktiir (p = 0,0011). Ancak, intralezyonel salin uygulanan deneklerle

intralezyonel kok hiicre uygulanan deneklerin kil folikiil sayilar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05) (Sekil 20A) Ikincil olarak benzer bir

karsilagtirma intralezyonel kok hiicre uygulanan grup ile diger gruplar arasinda

yapilmistir. Intravendz kok hiicre uygulanan deneklerin kil folikiil sayisi, C3H/Hel

kontrol denekleri (p = 0,004), C57BL6 kontrol denekleri (p<0,001) ve intravendz salin

uygulanan deneklerden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0,001) (Sekil

20B)

4.3. Doku Orneklerinde Kil Folikiil Sayilarinin Gosterilmesi
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Sekil 20. TLR4 knock out C3H/Hej farelerinde dokiilme tespit edildikten sonra kok

hiicre veya salin uygulamalarindan 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde kil folikiil miktarinin gosterilmesi A. Kok hiicre veya salinin
intralezyonel uygulama sonrasi 12 hafta sonra alinan deri biyopsi
orneklerinde kil folikiil miktarinin gosterilmesi B. Kok hiicre veya salinin
intravendz uygulama sonrasi 12 hafta sonra alinan deri biyopsi 6rneklerinde
kil folikiil miktarinin gosterilmesi.
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Sekil 21. Deri 6rneklerinin hematoksilen ve eozin boyama gorintiileri (Siyah ok:
epidermis kalinligin1 ve KF: kil folikiillerini gostermektedir). Biiylitme 20X
ve skala bar 50 um.
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5. TARTISMA

Caligmamizda, poligenik ve karmasik yapis1 nedeniyle kendiliginden alopesi areata (AA)
gelistirebilen TLR-4 knock out C3H/HeJ farelerini kullandik. Bu fare modelinde, adiposit
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerini (A-MKH) intravendz ve intralezyonel sekilde
uygulayarak AA’daki tedavi etkinligini arastirdik. Calismamiz, intralezyonel kok hiicre
uygulamasinin AA tedavisinde etkin oldugunu ve IL-6 ve IL-15 sitokinlerinin

diizeylerinde farklilagsmay1 sagladigini agik bir sekilde gostermistir.

Calismamiz, alti farkli hayvan grubunu igermektedir. Bu gruplardan besi transgenik
farelerden, biri ise transgenik olmayan farelerden olusmaktadir. ilk dort grup, intravendz
ve intralezyonel olarak kok hiicre ve salin (SF) uygulanan, alopesi gelistiren transgenik
fareleri kapsamaktadir. Besinci grup, transgenik olup kendiliginden alopesi gelistirmemis
farelerden; altinc1 grup ise alopesi gelistirmemis, transgenik olmayan fakat transgenik

farelerimizin de koken aldig1 C57BL/6 farelerinden olugmaktadir.

AA, skar birakmayan kil dokiilmesi tipleri arasinda, androgenetik alopesiden sonra en
yaygin goriilen ikinci tiir olarak bilinir ve olduk¢a karmasik, ¢ok yonlii bir genetik yapiya
sahiptir. AA, diinya ¢apinda genis bir niifusu etkileyerek hastalarda kaygi, diisiik benlik
saygisi gibi psikososyal sorunlara yol agmakta ve bu durum, yasam kalitesinde belirgin
bir diisiise neden olmaktadir. Psikososyal ve tibbi bircok ek hastalikla iligkili olan AA,
etkilenen kisiler ve toplum {izerinde ekonomik bir yiilk olusturmaya devam

etmektedir(174).
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Kil folikiilii, kendi keratinosit ve melanosit peptitlerinin bagisiklik sisteminden
korumasini saglayan bir dizi Ozellige sahiptir. Bu ozellikler arasinda, saglikli kil
koklerindeki keratinosit ve melanositlerin MHC- I antijenlerini diisiik diizeyde ifade
etmesi, kil kokiiniin alt kisminda antijen sunan hiicrelerin bulunmamasi, immiin yetkin
hiicre sayisinin azlig1 ve immiinsupresif faktorlerin varlig1 yer almaktadir. Literatiirde bu
durum "immiinolojik ayricalik" olarak tanimlanmakta olup, yalnizca kil kokii matriksini
degil, aym1 zamanda kil kok hiicrelerini koruyan folikiil ¢ikinti bdolgesini de

kapsamaktadir(175).

AA'nin patogenezine iligskin temel teori, bu hastaligin otoimmiin bir nitelik tagidig:
yoniindedir. AA'nin, kil folikiillerinin bagisiklik sistemi yanitlarindan kagma yetenegini
yitirmesi ve bunun sonucunda bagisiklik sisteminin hedefi haline gelmesiyle ortaya
ciktigr diistiniilmektedir. Glukokortikoidler, siklosporin, metotreksat ve azatioprin gibi
immiinsupresif ilaglarin AA tedavisinde belli Ol¢lide basari saglamasi, hastaligin
patolojisinde immiin hiperaktivitenin varhigini géstermektedir bu da kil folikiillerindeki
immiinolojik toleransin bozulduguna isaret etmektedir. AA ‘daki bu immiin sistem
hiperaktivasyonu otoimmiin ve otoinflamatuar diger hastaliklardaki kadar net

aydmnlatilamamastir.

MHC I sunumu ile IFN-y ve TNF-a gibi bagisiklikla ilgili molekiillerin AA’nin
gelisimindeki 6nemli rolleri, yapilan pek c¢ok ¢alismada kabul gormektedir. Bununla
birlikte, lezyon olusumundan once de kil folikiillerinde immiinolojik toleransin
bozuldugunun gosterilmesi, AA'ya yol agan ve heniiz tam olarak anlasilmamis farkl
immiinolojik siireglerin var olabilecegine isaret etmektedir. Bu siire¢lerin CD8+ T
lenfositleri, Th17 hiicreleri, IL-15, IL-6 gibi ¢esitli sitokinler ve hiicre yolaklarini igerdigi
bilinmektedir. Ancak, AA'nin patogenezinde etkili olan bu immiin siireclerin heniiz tam
olarak acikliga kavugmamis olmasi, AA ‘da hedefe yonelik ve etkili tedavi seceneklerinin

gelistirilmesindeki engellerden biri olmaya devam etmektedir.

Gliniimiizde kullanilan tedaviler, genellikle spesifik olmayan immiinsupresif
ozellikleriyle hastaligin patogenezini durdurup klinik iyilesme saglayabilse de kalict bir
iyilesme sunamamaktadir. Bagisiklik sistemini baskilamaya yonelik bu klasik AA
tedavilerindeki en biiylik sorunlar tedavi esnasinda goriilen cesitli yan etkiler ve tedavi

sonrasinda sikca karsilagilan niikslerdir. Bu durum, normal folikiil islevinin geri
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kazanilmasi i¢in bagisiklik baskilamasinin Gtesinde ek miidahalelere ihtiyag

duyuldugunun apagik bir gostergesidir.

AA’ni patogenezinde immiin yollarin hangi asamalarda sorun olusturdugunu anlamak
ve olast spesifik terapotik hedefleri belirlemek, etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir(3). Klasik tedavilerin giivenlik sorunlari, etkinlik
kaybi, kisa remisyon siireleri ve yan etkileri gibi olumsuzluklar1 uzun siireli kullaniminm
sinirlamaktadir. Klasik tedavilerin tatmin edici olmamasi, AA tedavisinde yeni alternatif
arayislarini giindeme getirmistir. Son yillarda JAK-inh, prostaglandin analoglari, PRP ve
kok hiicre tedavileri gibi yeni yontemlerin AA iizerindeki etkinligini degerlendiren

calismalar yapilmaktadir.

Rejeneratif tip; psoriasis, vitiligo, diyabetik yaralar ve yanik izleri gibi pek ¢cok hastaligin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olup, kullanim alanlar1 giderek genislemektedir.
Bu tedavi yaklasimlarinda 6ne ¢ikan secenekler arasinda MKH, eksozomlar, PRP, SVF
ve kok hiicre sartlandirilmis ortam gibi biyolojik materyaller bulunmaktadir. Bu alternatif
uygulamalarin tiimii giiniimiizde "kok hiicre tedavisi" basgligi altinda toplanmakta ve bu
durum literatiirde bazi karisikliklara neden olmaktadir. Calismalarda ve klinik
uygulamalarda kullanilan bu tedavilerin biiylik bir kismi, aslinda yiliksek kok hiicre
icerigine sahip oldugu diisiiniilen homojenizatlardir. Bu nedenle, bu tiir tedavilerin
dokudan saf izole edilmis ve kiiltiirlenmis kok hiicre tedavilerinden ayristirilmasi

gerekmektedir(171).

MKH eksozomlari, antiinflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleriyle dikkat ¢ekerken, PRP
ise trombosit kaynakli biiylime faktorleri (PDGF) ve ¢esitli sitokinler yoluyla doku
onarimini ve kolajen liretimini tesvik ederek cilt yenilenmesinde etkili bir biyomateryal
olarak kullanilmaktadir. SVF ise yag dokusundan kolayca elde edilebilen ve gesitli hiicre
tiplerini barindiran zengin bir hiicresel karigim sunarak cilt hastaliklarinin tedavisinde
genis bir uygulama alanma sahiptir. Ayrica, MKH'lerin kiiltiirlendigi ortamlarda
salgiladiklar1 biyoaktif molekiillerden olusan hiicresiz tedaviler, doku yenilenmesini
destekleyip inflamasyonu azaltarak hiicre temelli tedavilere etkili bir alternatif

sunmaktadir(172,173).

Alopesi tedavisinde kullanilan kok hiicre tabanli tedaviler, kok hiicrelerin dogrudan

uygulanmasi ve hiicresiz iiriinlerin kullanilmas seklinde ikiye ayrilmaktadir. Hiicre bazli
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tedavilerde, kok hiicreler tam manipiilasyon (kiiltiirleme) veya minimal manipiilasyonla
izole edilerek kullanilir. Ozellikle yetiskin dokulardan, drnegin adipoz dokusu veya
kemik iliginden elde edilen MKH’ler, kil folikiilii mikrogevresini yeniden yapilandirmak
ve kil biiylimesini uyarmak amaciyla tercih edilmektedir. Otolog (kendi dokusundan)
veya allojenik (baska bir kaynaktan) olabilen bu hiicreler doku yenilenmesine, saglikli
folikiiler aktiviteyi destekleyen yiiksek farklilasma ve ¢ogalma kapasitesine sahiptir.
Hiicresiz terapilerde ise, kok hiicre tiirevli sekretom, ekstraseliiler matriks veya
sartlandirilmis ortam gibi zenginlestirilmis materyallerle kok hiicre kaynakli eksozomlar
gibi hiicre dis1 vezikiillerin kullanim1 6ne ¢ikmaktadir. Bu terapilerde yer alan biiyiime
faktorleri, sitokinler ve kemokinler, kil kok hiicreleri ile iletisimi giiclendirmekte ve kil

dongiisiiniin anagen fazina geg¢isini destekleyerek kil biiylimesini tesvik etmektedir (176).

Kok hiicre bazli tedaviler, cesitli doku ve organlarin onarimi ve yenilenmesi igin
sunduklar1 yenilik¢i ¢oziimlerle giinimiizde tibbin 6nemli bir alanini olusturuyor.
Calismamizda da tercih ettigimiz MKH’ler, doku yenilenmesinde rol alan aktif
bilesenlerin {iretiminde kritik bir rol tstlenmektedir. Bu hiicreler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve deri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii tesvik ederek iyilesme
stireclerini de destekler. Yapilan arastirmalar, MKH'lerin proanjiyojenik, kemoatraktif ve
antiinflamatuar potansiyelinin yant sira bagisiklik sistemi aktivitelerini  de
diizenleyebilecegini gostermektedir. MKH’lerin kullanimi, kil folikiiliinde kok hiicre
olusumunu yeniden etkinlestirerek kil dokiilmesini 6nleme yeteneginin anlasilmasindan
sonra yayginlagsmistir. Ancak, tibbi literatiirde alopesi tedavisinde MKH'lerin kullanimina

dair sinirlt sayida rapor bulunmaktadir(177).

MKH'lerinin ¢esitli doku tiplerinden kolayca elde edilebilmesi ve laboratuvar ortaminda
genis Olcekte ¢ogaltilabilmesi, bu hiicrelerin temel arastirma ve deneysel rejeneratif tip
uygulamalarinda kullanimin1 giderek yayginlastirmaktadir. MKH'ler, nispeten hipo-
immiinojenik 6zellikleri sayesinde, HLA eslesmesine gerek olmadan allojenik tedavilerde
de kullanilabilmektedir. Ancak, MKH'lerin klinik arastirmalardaki sonuclar1 degiskenlik
gostermekte ve bu durum, etkinliklerini artirmaya yonelik daha fazla arastirma yapilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Onceki raporlar 1s131nda, kil biiyiimesinin MKH ‘ler tarafindan salgilanan parakrin

faktorler yoluyla gerceklestigi disiiniilmektedir. MKH'lerin = salgiladigt  VEGEF,
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perifolikiiler kan damarlarinin olusumunu destekleyerek kil rejenerasyonunu tesvik
edebilir. Benzer sekilde, HGF de B-katenin ekspresyonunu uyararak folikiil bliyltimesini
desteklerken, IGF-lise kil folikiillerinin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, doku yeniden
sekillenmesi ve kil biiylime dongiisii ile iliskilidir. Ayrica, IL-6 ve makrofaj koloni uyarici
faktor (M-CSF) gibi sitokinlerin de yara iyilesmesi sirasinda kil biiylimesine aracilik
ettigi bildirilmistir. PDGF ise kil dongiisiinde anagen faza gecirerek biiyiimeyi tetikledigi
gosterilmistir. Bu parakrin faktorlerin etkilesimleri, kil folikiillerinin sagligini ve biiyiime
dongiilerini olumlu etkileyebilir. MKH'lerin bu stiregteki rolii, alopesi tedavisi i¢in yeni

stratejiler gelistirme agisindan umut vericidir(178).

MKH’lerin immiinomodiilatér ve immiinsupresif etki mekanizmalarina dair bilinenlerin
cogu, kemik iligi kaynakli kok hiicreleri (Ki-MKH) iizerinde yapilan arastirmalardan elde
edilmistir. Bizim c¢aligmamizda ise tamamen izole edilmis ve kiiltiirlenmis adiposit
kokenli mezenkimal kok hiicreler(A-MKH) tercih edilmistir. Adipoz doku, kok hiicre
izolasyonu igin birgok avantaj sunmaktadir. Oncelikle, viicutta bol miktarda bulunmast,
bu hiicrelere erisimini kolaylastirmaktadir. Ayrica, deri altindaki konumu sayesinde,
adipoz dokusundan elde edilmesi i¢in gerekli olan invaziv islemler diger doku tiirlerine
gore daha diisiik risk tasir. Bu ozellikleri sayesinde, adiposit kokenli kok hiicreler
giiniimiizde rejeneratif tip alaninda umut verici bir kaynak olarak kabul edilmektedir.
Adipoz dokudan elde edilen kok hiicreler, doku onarimin1 destekleme, inflamasyonu ve
bagisiklik yanitlari diizenleme yetenekleri sayesinde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde

potansiyel bir tedavi segcenegi olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Caligmamizda, AA tedavisinde kullanilan immiinsupresif ajanlara alternatif olarak,
immiinmodiilator Ozellikleri baskin olan A-MKH ‘lerin etkinligini degerlendirmeyi
amacladik. MKH’lerin hasarli bolgelere go¢ edebilme, T ve B lenfositleri ile NK
hiicrelerin ¢ogalmasini azaltma ve antiinflamatuar sitokinler dahil bir¢ok parakrin faktor
salgilama yetenekleri oldugu bir¢cok caligmada gosterilmistir. MKH'ler, bagisiklik
hiicrelerinin salgi profillerini antiinflamatuar sitokinler lehine degistirerek diizenleyici T
lenfosit (Treg) popiilasyonunu artirir(179). Ayrica, Thl ve Th17 hiicre fraksiyonlarini
biiyiik dl¢iide etkilemeden, Treg hiicre farklilasmasini giiglii bir sekilde tesvik edebilir ve
genel bagisikligi baskilamadan AA’nin patojenik T hiicrelerini immiinomodiile edebilir.
MKH'lerin, proinflamatuar sitokin ve kemokin ekspresyonunu tersine ¢cevirdigi ve immiin

toleransla iliskili sitokinleri artirdig1 bilinmektedir. Bu hiicrelerin, dokudaki patojenik
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islevleri tersine ¢evirerek doku normalligini destekledikleri diisiiniilmektedir. Bu
ozellikler, MKH'lerin artrit, kolit ve diger otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de
potansiyel bir aday olmasmi saglamistir(180). Genel olarak degerlendirildiginde,
immiinmodiilator etkileri ve yliksek immiintolerojenik potansiyeli sayesinde MKH'lerin,
siddetli AA vakalarinda tam remisyon saglanmasini ve bu durumun korunmasini

destekleyebilecegi yoniinde umut vermektedir(5).

Ki-MKH’lerinin AA fare modelindeki etkilerini inceleyen bir ¢alisma, MKH'lerin AA
tedavisinde etkili bir secenek olabilecegini destekleyen bulgular sunmaktadir. Kim ve
arkadaslarmin bu calismasinda, intravendz olarak enjekte edilen Ki-MKH'lerin, IFN-y,
CXCL9 ve CXCLI10 iiretimini baskilayarak ve CD3 ile CD8+NKG2D+ T hiicrelerinin
deri dokusuna infiltrasyonunu azaltarak deri grefti kaynakli AA'min gelisimini 6nledigi
belirtilmistir. Bu tlir bulgular, MKH’lerin bagisiklik diizenleme potansiyelini destekler
niteliktedir. Kim ve ark, KI-MKH’lerinin insan dermal papilla hiicreleri iizerindeki
etkilerini inceleyerek, bu hiicrelerin anagen faza geri donilis (anagen-reentry)
sinyallemesini destekledigine dair 6nemli bulgular sunmaktadir. Calismada, MKH'lerin
immiinmodiilator etkileriyle AA hastalarinda kil folikiillerinin bagisiklik ayricaligini
yeniden kazanmasma yardimci olabilecegi gosterilmistir. Ayrica MKH’lerin IFN-y
tarafindan baskilanan dermal papilla hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik ederek ve anagen
faza geri dontisle iliskili molekiillerin ekspresyonunu diizenleyerek etkili oldugunu ortaya
koymuslardir. Wnt5a/B-katenin ve JAK/STAT sinyal yollarinin dogrudan uyarilmasi,
MKH'lerin immiinmodiilasyon yetenekleriyle iligkili kritik mekanizmalar arasinda yer
almaktadir. Bu sinyal yollarinin kil folikiillerinin gelisimi ve dongiisii lizerinde 6nemli bir
rol oynamasi, MKH'lerin kil folikiilii mikrogevresi tizerinde olumlu etkiler olusturma
potansiyeli, alopesi tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Bu
bulgular, MKH'lerin kil folikiillerinin biiyiimesini destekleyen ve otoimmdiin siire¢leri
diizenleyen  potansiyel bir tedavi aracti  olarak  degerlendirilebilecegini
gostermektedir(181). Gonzalez ve calisma arkadaglarinin yiiriittiigli bir arastirmada, A-
MKH’lerin, romatoid artrit (RA) tanis1 almis hastalardan elde edilen tip-2 kollajen reaktif
T hiicreleri {izerinde 6nemli immiinmodiilator etkiler gosterdigi tespit edilmistir.
Arastirma, A-MKH'lerin bu T hiicrelerinin proliferasyonunu baskilama yetenegine sahip
oldugunu ve sitotoksik T hiicreleri tarafindan iiretilen inflamatuar sitokinler {izerinde

inhibitdr etkiler yarattifini ortaya koymaktadir. A-MKH’lerinin, Treg hiicrelerinin
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olusumunu tegvik ettigi ve bu hiicreler aracilifiyla antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10
tretimini artirdigr gosterilmistir. Bu bulgular, A-MKH'lerin otoimmiin hastaliklarda
bagisiklik tepkilerini diizenleme potansiyeline sahip oldugunu ve bu siiregteki

antiinflamatuar mekanizmalarin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir(182).

AA aragtirmalarinda kullanilan ¢esitli hayvan modelleri, hastaligin patogenezinin ve
potansiyel tedavi stratejilerinin anlasilmasi agisindan Onemli bilgiler saglamaktadir.
Farkli indiiksiyon yontemleri, AA nin temel immiinolojik mekanizmalarini aydinlatmada
ve terapotik yaklagimlarin gelistirilmesinde farkli avantajlar sunar. AA arastirmalarinda
kullanilan hayvan modellerinde, AA olusturmak icin kriyoprezervasyonlu lenfosit
transferi, tam kalinlikta deri greftleri, kiiltiirlenmis lenfoid hiicre enjeksiyonlart ve IFN-y
enjeksiyonu gibi ¢esitli indiiksiyon teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica, insanlastirilmisg
fare modelleri ve spesifik bagisiklik hiicresi transferleri de AA’nin bagisiklik sistemine
dayali temel mekanizmalarin1 anlamak ve yeni tedavi yontemleri gelistirmek agisindan
onemli indiiksiyon yontemleri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu modeller, AA’nin bagisiklik
sistemi kaynakli dogasin1 arastirmak ic¢in giiclii araglar saglayarak hastalifa yonelik

yenilikgi tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki sunmaktadir(131,148,149).

Ancak, birgok hayvan modeli, AA'y1 bu tetikleyici mekanizmalar araciligiyla
olusturmakta ve tetikleyicinin etkisi sona erdiginde hastaligin belirtileri gerilemektedir.
Bu durum, AA’nin poligenetik ve multifaktoriyel dogasini tam olarak yansitmayan
modellerin gelistirilmesine yol ac¢cmaktadir. Buna karsin, genetik yatkinli§i olan
(transgenik) hayvan modelleri, herhangi bir indiiksiyon yontemi kullanilmaksizin
insanlardaki hastalik mekanizmalarina benzer genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorlerin
kombinasyonunu i¢erdiginden daha uygun bir model sunmaktadir. Bu modeller, AA’nin
farkli yonlerini ve altta yatan mekanizmalar1 daha 1yi anlamamiza olanak taniyarak
hastaligin etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine daha gii¢lii katkilar saglamaktadir.
Bununla birlikte, transgenik fare modelleri, izole yetistiricilik gereksinimleri, elde edilme
stireglerindeki zorluklar ve maliyet gibi dezavantajlar1 nedeniyle ¢aligmalarin ¢ogunda

sinirli olarak tercih edilebilmektedir.

Caligmamizda tercih ettigimiz C3H/HelJ farelerinde, tipik olarak bir veya birden fazla
alopesi odagi ve bazen de tiim viicutta alopesi universalis (AU) benzeri dokiilme

goriilmektedir. Insanlarda AA lezyonlarinda gdzlenen peribulbar T hiicre infiltrasyonu,
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bu fare modelinde de gozlemlenmistir. Farelerdeki kil dokiilmesinin dermis ve subkutan
dokudaki perifolikiiler alanlarda artan T hiicre infiltrasyonu gibi bir¢ok histolojik 6zelligi
insan AA'siyla benzerlik gostermekte ve bu fareleri uygun bir deneysel hayvan modeli
haline getirmektedir. Bu sebeple, AA iizerine yapilan bir¢ok ¢alismada da C3H/HeJ fare
modeli tercih edilmektedir(183).

Calismamizin diger ¢calismalardan en 6nemli farki, transgenik ve ¢evresel faktorlere agik
farelerin deney grubu olarak kullanilmasidir. Bu sayede, sadece tek bir tetikleyici
faktoriin etkisini degil, genetik yatkinlik tasiyan farelerde cevresel faktorlerin de
katkisiyla olusan karmasik mekanizmalarin yol agtig1 alopesi siirecini incelemekteyiz. Bu
hayvan modelinden elde edilen bulgularin, hastaliin mekanizmalarin1 ve tedaviye
verilen yanitlar1 daha dogru bir sekilde yansittigina inaniyoruz. Transgenik hayvan
modellerinin, hastalik siirecini ve tedavi yanitlarini dogru yansitmasi gibi Onemli
avantajlari olsa da izole yetistirme yapilmadiginda genetik kayiplarin hizla yasanmasi ve
herhangi bir indiikleyici olmadan kendiliginden alopesi gelismesi beklendigi i¢in tiim
hayvanlarda ayni1 derecede hastalik gdézlenmemesi, ¢alismanin yiiriitiilmesini
zorlagtirmaktadir. Ancak bu durum, elde edilen bulgularin degerini daha da artirmaktadir.
Transgenik fare modelinin olusturulmasinin zorlugu ve AA goriilme sikligimin siirh
olmasi, ¢alismada kullanilacak hayvan sayisinin artirilmasini da zorlagtirmistir. Bu
nedenle, fare gruplarinin genis sayilara ulasamamasi ¢alismamizin kisitliliklart arasinda
yer almaktadir. Fakat calismamizda hayvan etik kurullarimin  yonlendirmesi
dogrultusunda, fazla sayida fare itlafindan kaginilmis ve istatistiksel analizler i¢in yeterli

sayida fare kullanimi saglanmistir.

Giincel literatiirde, AA tedavisinde transgenik farelerden indiikleme yontemleri
kullanilmadan kendiliginden AA olusmas1 beklenerek olusturulan hayvan modeli
kullanilarak, A-MKH’lerin tedavi etkinligininin degerlendirildigi benzer bir deney
bulunmamaktadir. Caligmamizda, intralezyonel ve intravendz olarak uygulanan A-
MKH'lerin AA iizerinde in vivo etkinlik gosterip gostermedigini kendiliginden AA
gelistiren TLR-4 knock out C3H/HelJ fareleri iizerinde inceledik.

[k ii¢ hafta boyunca kil dokiilmesi ve yeniden uzama oranlar1 kok hiicre tedavisi
uygulanan gruplarla kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilabilir diizeyde kalmistir. Ancak,

bir sonraki kil dongiisii baslangicinda (farelerde 3-4 hafta), intralezyonel A-MKH ile
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tedavi edilen deney grubundaki farelerin alopesik alanlarinda anlamli bir azalma
gdzlemlenmistir. Intravendz A-MKH ve intralezyonel salin uygulanan AA gelistirmis
gruplardaki dokiilme alan Slgiimlerinde anlamli bir fark bulunmazken, intravendz salin
ile tedavi edilen AA farelerinde ilk olgiime kiyasla sonraki 6l¢limlerde dokiilme alaninin
arttig1 tespit edilmistir. Ugiincii ayda yapilan deri biyopsilerinde, A-MKH uygulanan
deney gruplarinda IL-15 immiin yogunlugunun, salin uygulanan gruba kiyasla anlamli
derecede diisilk oldugu ve bu diizeyin AA yatkinligi bulunmayan saglikli kontrol
grubumuz olan C57BL6 fareleriyle benzer oldugu belirlenmistir. Intradermal kok hiicre
uygulamasinin hastalikta bozulmus olan IL-15 sitokin diizeylerini tam saglikli kontrol
grubu olan C57BL6 farelerindeki sitokin seviyelerine ulagsmasinin gosterilmesi, kok
hiicre tedavilerinde iddia edilen normallesme hipotezini desteklemektedir. MKH sonrasi
gbzlenen klinik iyilesmenin sitokin diizeylerinin normallesmesiyle birlikte olmas1 daha

dogal bir yontem ve daha kalici bir tedavi olabilecegi konusunda iimit vermektedir.

Calismamizda, indiiksiyon olmadan kendiliginden AA gelistiren farelere uygulanan A-
MKH tedavisinin, kontrol grubuna kiyasla deride IL-15 diizeylerini azalttigi
gozlemlenmistir. Literatiir incelendiginde, IL-15 ile AA arasindaki iligkiyi inceleyen ¢ok
sayida calismanin mevcut oldugu goriilmektedir. 1L-15, dogal ve adaptif bagisiklik
sistemlerinde 6nemli rolleri olan ve bir¢ok hiicre tipi tarafindan yaygin olarak ifade edilen
bir sitokindir. Ayrica anti-apoptotik faktorlerin sentezini artirarak ve pro-apoptotik
faktorlerin sentezini azaltarak apoptozu engeller; bu sekilde T, B ve NK hiicrelerinin

hayatta kalmasini destekler(184).

IL-15 ekspresyonunun siki bir sekilde diizenlenmesi, muhtemelen inflamatuar bir sitokin
olarak sahip oldugu giiclii etkiler nedeniyle kritik bir 6nem tagimaktadir. IL-15’in timor
TNF-a, interlokin-1 beta (IL-1B), IFN-y ve diger inflamatuar sitokinleri indiikleme
kapasitesi, bu siki diizenlemenin otoimmiinitenin indiiksiyonu ile iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu o6zellik, IL-15'in bagisiklik yanitlarindaki gii¢lii etkilerinin
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir (41).
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-15, AA'da kil folikiillerinin bagisiklik sistemi
tepkilerinden ka¢gma yetenegini yitirmesine ve AA'nin gelisiminden sorumlu olan IFN-y
treten CD8+ NKG2D+ T hiicrelerinin uyarilmasina yol agar. IL-15'in AA
patogenezindeki rolii, IL-15 reseptor beta'nin (IL-15RP) bloke edilmesinin derideki

CD8+ NKG2D+ T hiicrelerinin sayisini azaltmast ve bu durumun fare modelinde AA
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gelisimini 6nlemesi ile daha da 6nem kazanmaktadir. Ayrica, anti-IL-15Rf antikorlarinin
C3H/Hel farelerinde AA'nin indiiklenmesini engelledigi bulunmustur. Bu bulgular, IL-
15'in AA'daki kritik roliinii desteklemekte ve tedavi hedefi olarak potansiyelini
vurgulamaktadir(44). IL-15, IL-15Rafy iizerinden etki ederek NK hiicrelerinin
proliferasyonunu ve sitotoksisitesini indiikler. Ayrica, in vitro ortamda IFN-y, TNF-a ve
makrofaj inflamatuar protein-la liretimini IL-12 ile birlikte uyarir(185). Aktif ve stabil
AA tanis1 konmus 30’ar hasta ile yas ve cinsiyete gore eslestirilmis 60 saglikli kontrol
katilimcinin  dahil oldugu bir ¢alismada, serum IL-15 diizeyleri Ol¢lilmistir. AA
hastalarinda serum IL-15 seviyelerinin yiiksek oldugu gozlemlenmisti. AA
hastalarindaki kil folikiillerinde goézlenen IL-15 artis, NKG2D reseptor sentezinin
artmasi ve JAK1 ile JAK2'nin inhibisyonu ile iliskilendirilmistir. IL-15, AA gelisiminde
kritik bir role sahip olan IFN-y ana kaynagi olan CD8+ NKG2D+ T hiicrelerini uyarir.
IL-15 seviyesinin yiikselmesi, Treg hiicrelerinin immiinsupresif etkisini smirlandirir ve
CD8+ NKG2D+ T hiicrelerini aktive ederek folikiil hiicrelerine saldirmalarina yol acar.
Bu kilit rolii nedeniyle, IL-15'in inhibisyonu, AA tedavisinde yeni bir strateji olarak
degerlendirilmektedir (186). Immiinstimiilator sitokinlerden IL-2 ve IL-15’in, insan ve
C3H/Hel] fare modellerindeki AA lezyonlarinda artis gosterdigi bilinmektedir. AA
gelistiren farelerin kil folikiillerinde IL-15 ve onun reseptdr alt birimi IL-15Ra'nin
sentezinde gdzlemlenen bu artis, insan A A hastalarinda da benzer sekilde rapor edilmistir.
Bu bulgular da IL-15'in AA patogenezinde bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde kritik
bir role sahip olabilecegini isaret etmektedir(187). JAK inhibitdrlerinin, IL-15'in
tetikledigi pSTATS aktivasyonunu ve Granzim B ile IFN-y sentezindeki artisi
engelleyerek etki gosterdigi one siiriilmektedir. Bu bulgular, biyolojik tedavi ile IL-15"
hedeflemenin, IL-15'in rol oynadigi bir¢ok inflamatuar durum igin yeni bir tedavi
secenegi olabilecegini gdstermektedir. Ayrica, serum IL-15 diizeylerinin, AA aktivitesi ve
siddetinin bir belirteci olarak yararli olabilecegi diisiintilmektedir. IL-15'1 hedeflemenin,
AA tedavisinde umut verici bir strateji sunabilecegi ifade edilmektedir. Bir vaka-kontrol
calismasina 40 AA hastast ve 40 goriiniiste saglikli kontrol katilimeist dahil edilmistir.
Calismada, IL-15 diizeyinin AA hastalarinda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
onemli Ol¢iide yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, IL-15 sitokininin hastaligin yayginlig
ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum, IL-15'in AA siddetinin olas1 bir
belirteci olabilecegini desteklemektedir(188). Baska bir caligmada, AA fare modelinde,
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IFN-y, IL-2 veya IL-15RB2 antikor aracili blokajinin, ciltte CD8+ NKG2D+ T
hiicrelerinin birikimini ve dermal IFN-y yanitin1 azaltarak AA gelisimini Onledigi
gosterilmistir. Ayrica, AA i¢in tek FDA onayli tedavi olan JAK inhibitérlerinin, IFN-y ve
IL-15'e verilen yanitlar1 azaltarak etki gosterdigi bilinmektedir. Bu bulgular, IL-15 ve
IFN-y'nin AA patogenezindeki rollerine isaret etmektedir(189).

Xing ve calisma arkadaslarinin gerceklestirdigi arastirmada, hem C3H/Hel fareleri hem
de insan cilt Orneklerinde yapilan gen ekspresyon analizleri, sitotoksik T hiicre
infiltrasyonu ve IFN-y yanit1 gibi belirgin immiinolojik isaretlerin AA i¢in 6nemini ortaya
koymustur. Arastirmada, IFN-y’nin STAT1 aktivasyonunu artirdigi ve IFN-y ile TNF-
a’nin ylizey IL-15 ekspresyonunu yiikselttigi gdzlemlenmistir. IL-15, Granzim B ve IFN-
v ekspresyonunu indiikleyerek, kendi iiretimini artiran bir ileri besleme dongiisii yaratir.
Artan IL-15 tiretimi, [FN-y iireten CD8+ NKG2D+ efektor T hiicrelerinin aktivasyonunu
ve hayatta kalmasini destekleyerek tip I hiicresel otoimmiiniteyi tesvik eder ve bu siireg
kil folikiilii bagisiklik ayricaliginin ¢6kmesine neden olarak AA patogenezinde kilit bir
rol oynar(45). IL-15, T hiicrelerini ve NK hiicrelerini aktive ederken, CD8+ hafiza T
hiicrelerinin kaliciliginda da dnemli bir rol oynar. IL-15"in diizensizligi ¢esitli otoimmiin
inflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmektedir. IL-15"in etkilerini engellemeye yonelik
terapotik stratejiler, T hiicresi aracili otoimmiin inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in
gelistirilmektedir ve bu alandaki potansiyel tedavi segenekleri arasinda yer almaktadir

(190).

Genetik olarak IL-15 eksikligi bulunan C57BL/6 farelerinde, NK hiicreleri, T hiicreleri,
bellek CD8+ T hiicreleri ve bagirsak intraepitelyal lenfositlerin farkli alt
poptilasyonlarinin sayilarinda belirgin azalmalar gézlemlendigi bildirilmistir (68). IL-
15'in, ¢olyak hastaliginda oldugu gibi AA patogenezinde de dnemli bir rol oynayarak
NKG2D araciligiyla T hiicre reseptorii (TCR) bagimsiz NK benzeri hiicresel 6ldiirmeyi
tetikledigi gosterilmistir(47). Benzer sekilde, aktif ¢olyak hastaligi bulunan 60 hastadan
alinan bagirsak biyopsilerinin incelenmesi sonucunda, NKG2D ve IL-15"n sitotoksik T
lenfositlerin TCR aktivasyon esigini diisiirdiigiine dair son raporlar, bu molekiillerin
otoimmiin hastaliklardaki rollerini desteklemektedir(191). IL-15 gen ifadesinin
posttranskripsiyonel kontroliinden yoksun olan ve dolayisiyla IL-15 proteinini asiri
salgilayan transgenik farelerde, erken donemde periferik kan lenfositlerinin, 6zellikle NK

hiicreler ve bellek CD8+ T hiicrelerinin gogaldig1 gbzlemlenmistir. Bu farelerde 4-6 hafta
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icinde kendiliginden progresif alopesi gelisimi ve ¢oklu organlarda CD8+ T hiicrelerinin
infiltrasyonu dikkat ¢ekmistir (189). Bagisiklig1 olmayan farelerde bulunan bellek CD8+
T hiicreleri, kendi antijenlerine karst daha yiiksek afinite gosterir. Cogalma ve antijene
6zgii olmayan sitotoksisite igin IL-15'e bagimli olduklar1 anlasilmistir. Insanlarda da

benzer bir hiicre popiilasyonunun varlig1 tespit edilmistir. (192,193).

IL-15, AA patogenezinde kilit rol oynayan ve AA i¢in FDA onayl1 tek tedavi olan JAK
inhibitorlerinin terapotik hedeflerinden biri olan bir sitokindir. Calismamizda A-MKH in
vivo olarak IL-15 fizerindeki inhibitér etkilerinin gdsterilmesi A-MKH - lerin
immiinsupresif ve immiinmodiilator etkilerinin anlasilmasina katki saglamaktadir. A-
MKH'lerin AA tedavisinde immiinmodiilasyon 6zellikleriyle dokunun normallesmesini
destekleyen, daha kalic1 ve diislik niiks oranlarina sahip umut verici bir segenek olarak
degerlendirilmesi miimkiindiir. Bu baglamda, AA fare modelimizde IL-15'in MKH

tedavisi ile inhibisyonu terapdtik bir etkiye isaret etmektedir.

Calismamizda IL-6 immiin yogunlugu incelendiginde intralezyonel kok hiicre uygulanan
grupta, intralezyonel salin uygulanan gruba gore daha yiiksek olarak saptanmistir.
Bulgularimiz  6zellikle intralezyonel A-MKH uygulamasinin AA'nin ilerlemesini
durdurma veya semptomlar1 hafifletme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Ayrica, intralezyonel kok hiicre uygulanan grubun biyopsi orneklerinde IL-6 immiin
yogunlugunun, saglikli C57BL6 kontrol grubu fareleri ile benzer oldugu gorilmiistiir.
Intradermal kok hiicre uygulamasinin hastalikta bozulmus olan IL-6 sitokin diizeylerini
tam saglikli kontrol grubu olan C57BL6 farelerindeki sitokin seviyelerine ulasmasinin
gosterilmesi, kok hiicre tedavilerinde iddia edilen normallesme hipotezini
desteklemektedir. MKH sonrast gozlenen klinik iyilesmenin sitokin diizeylerinin
normallesmesiyle birlikte olmasi daha dogal bir yontem ve daha kalici bir tedavi

olabilecegi konusunda iimit vermektedir.

IL-6'nin AA’daki rolii oldukga tartismalidir. Bu durumun karmagikligi, IL-6 sitokininin
farkli sinyal yolaklar1 iizerinden birbirleriyle celisen islevler gosterebilmesinden
kaynaklanmaktadir. IL-6'nin, TNF ve IL-1 gibi diger alarm sitokinler tarafindan
indiiklendigi ve akut faz reaksiyonlarinda rol oynadig: bilinmektedir. TNF-a ve IL-1'in
proinflamatuar dogas1 hakkinda ¢ok az siiphe bulunurken, IL-6'min yalnizca akut faz

reaksiyonunu tetikleyen bir sitokin olup olmadig1 veya bu siireclerde ek proinflamatuar
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ya da antiinflamatuar aktivitelere sahip olup olmadig1 belirsizdir. Aslinda, IL-6nin hem
lokal hem de sistemik akut inflamatuar yanitlar {izerindeki ¢esitli islevlerinin tam olarak
anlasilmamasi, literatiirde IL-6'nin hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar bir sitokin
olarak tanimlanmasina yol agmustir. Bu ikili dogasi, endojen IL-6'nin etkileri konusunda

kafa karistirici bir tablo ortaya koymaktadir.

Literatiirde, IL-6 diizeyleri bazi inflamatuar hastaliklarda diisiik bulunmusken,
calismamizin bulgulariyla uyumlu olarak bazi ¢alismalarda da diisiik olarak rapor
edilmistir. Insanlarda IL-6 inflamatuar bir sitokin olarak bilinirken, farelerde IL-6
antiinflamatuar Ozelliklerini sergiledigi klasik sinyalleme yoluyla c¢aligmaktadir.
Proinflamatuar 6zelliklerinin baskin oldugu trans-sinyalizasyon yolag: aktif degildir. Bu
nedenle, insanlarda psoriasis ve benzeri inflamatuar hastaliklardaki inflamatuar roli
farelerde insanlardakinden farkli gorevler tstlenmektedir. Farelerde IL-6 daha cok
immiinregiilator bir islev lstlenmektedir. Hastalik patogenezinde suglanmasi gereken
unsur, yliksek IL-6 diizeyleri degil, diisiik IL-6 diizeyleri olabilir. Fare modelinde teorik
olarak beklenen bu bulgu, diger c¢aligmalardaki bulgularin farelerdeki sinyalleme

farkliliklar1 nedeniyle agiklanamamasina neden olmaktadir(194).

Xing ve ark. gerceklestirtirdikleri bir arastirmada, IL-6 geninden yoksun fareleri
kullanilarak, lokal akciger veya sistemik endotoksin maruziyetinin yol actig1 lokal ve
sistemik akut inflamatuar yanitlarda IL-6'nin antiinflamatuar dogasini ortaya koymustur.
Bu ¢alisma, proinflamatuar sitokinlerin diizeylerinin kontrol altinda tutulmasinda IL-
6'nin kritik derecede gerekli oldugunu gostermektedir(195). Xing ve ark. bulgularinin
aksine, alopesik yamalarda IL-6 artisinin inflamasyonu tetikleyebilecegini ve MKH’lerin
IL-1B, IL-17a ve IL-6 seviyelerini azalttigini gosteren calismalar da mevcuttur. Bu
durum, ¢alismamizin sonuglariyla ¢gelismekte olup, IL-6'nin hem proinflamatuar hem de
antiinflamatuar 6zelliklere sahip pleiotropik bir sitokin olarak islev gordiigiine dair artan
kanitlar1 destekler niteliktedir. IL-6, farkli hiicresel sinyalleme yollar1 araciligiyla gesitli
islevler sergiler. Sadece bazi hiicreler IL-6 reseptoriinii ifade eder ve IL-6'ya klasik
sinyalleme yoluyla yanit verirken, gp130’un her hiicrede bulunmasi nedeniyle tiim
hiicreler ¢oziiniir bir IL-6 reseptorii araciligiyla (trans-sinyalleme) da uyarilabilir. IL-6'nin
klasik sinyalleme yoluyla rejeneratif ve antiinflamatuar fonksiyonlar sergilerken; trans-

sinyalleme yoluyla ise proinflamatuar 6zellikler gosterdigi anlagilmaktadir(194).
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Tip VII kollajene (COL7) kars1 otoantikorlar tarafindan indiiklenen, organ spesifik
otoimmiin biill6z dermatoz olan epidermolizis biilloza akkisita (EBA) hastalifinda hem
insanlarda hem de fare modellerinde artmis IL-6 seviyeleri gdzlemlenmistir. Romatoid
artritin aksine, IL-6 blokaji1 deneysel EBA'da carpici bir artisa yol acarken, rekombinant
IL-6 ile tedavi koruyucu bir etki gostermistir. Bu durum, IL-6'nin klasik sinyalleme
yoluna baglidir ve IL-6'nin trans-sinyalizasyonundan bagimsizdir; c¢iinkii farelerde
sgpl130Fc ile yapilan tedavinin EBA'nin tezahiirii iizerinde higbir etkisi olmamuistir.
Farelerde EBA indiiksiyonu, cilt ve serumda artmis IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra)
seviyelerine yol acarken, IL-6 blokaji COL7'ye kars1 otoantikorlar tarafindan indiiklenen
IL-1ra ekspresyonunu tamamen engellemistir. Benzer sekilde, EBA'li farelerin
rekombinant IL-6 ile tedavisi, tedavi edilmemis hayvanlara kiyasla daha yiiksek IL-1ra
konsantrasyonlar1 iiretmistir. IL-1ra (anakinra) uygulanmasi ise deneysel EBA
indiiksiyonunu 6nemli Sl¢iide engellemistir. Bu bulgular, IL-1ra yolunun klasik IL-6
sinyallemesiyle modiile edilmesinin IL-6'nin in vivo anti-inflamatuar ve koruyucu

etkilerini ortaya koydugunu gostermektedir. (196).

MKH uygulamasi sonrasi IL-6 artisinin immiinmodiilator bir rol oynayabilecegi veya Thl
baskin otoimmiin hastaliklarda Thl ve Th2 dengesizligini diizeltmeye yardimci
olabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica, IL-6'nin MKH’lerin ¢ogalmasini artirdig1 ve yara
tyilegsmesini hizlandirdig: bilinmektedir.IL-6’nin MKH’ler tarafindan salgilanan ve T
lenfositlerini modiile eden énemli sitokinlerden biri oldugu kabul edilmektedir. Ilging bir
sekilde, kronik miyokardit gibi AA ile benzer otoimmiin hastaliklarda da IL-6"min kritik
bir rol oynadigr kanitlanmistir. IL-6 eksikligi olan farelerde, enfeksiyonun erken
doneminde yapilan rekombinant IL-6 enjeksiyonu, serum sitokinleri TNF-a ve serum
kemokinleri MCP-1, MIP-1B, RANTES ve MIG diizeylerini diisiirmek i¢in yeterli
olmustur. Bu bulgular, IL-6'nin inflamatuar yanit sirasinda 6nemli bir diizenleyici olarak

rol oynadigim giiclii bir sekilde ortaya koymaktadir(197).

IL-6 sitokininin rejeneratif 6zelliklerini destekleyen ¢esitli calismalar yapilmistir. Farkl
fare modellerinde, IL-6'nin klasik sinyallemesinin, hedef hiicrelerde antiinflamatuar
yollarin aktivasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir. Ozellikle, IL-6'nin klasik
sinyallemesi, inflamatuar kolon kanseri indiiksiyonu sonrasinda olusan hasarin ardindan
bagirsak epitel hiicrelerinin yenilenmesini saglayan STAT3 aracili sinyal yollarinin

aktivasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Bu bulgular, IL-6'nin rejeneratif 6zelliklerine
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dikkat ¢ekmektedir(198). Ayrica, in vivo karaciger rejenerasyonu IL-6 ile iliskilidir;
clinkii IL-6 eksikligi olan farelerde bozulmus karaciger rejenerasyonu gézlemlenmekte
ve bu fareler iskemi/reperfiizyon hasarini onaramamaktadir. Bu durum, eksojen IL-6
eklenmesiyle diizeltilebilen bir kusur olarak ortaya ¢ikmaktadir. S6z edilen ¢alismadaki
veriler, IL-6nin MKH 6zelliklerinin korunmasindaki kritik 6nemini vurgulamaktadir. IL-
6, Coxsackievirus B3'e karsi erken bagisiklik tepkisini diizenleyerek hastaliga karsi
koruma saglar. Ayrica, IL-6'min anti-inflamatuar aktiviteleri endotoksik akciger ve
endotoksemi hayvan modellerinde de belgelenmis olup, inflamatuar bagirsak hastaliginda
epitel hiicrelerinin korunmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. IL-6'nin, endojen IL-1 ve
TNF-a antagonistleri olan IL-1ra ve TNF-a i¢in ¢oziiniir reseptor (sTNFp55) tiretimini
indiikledigi de bilinmektedir. Bu bulgular, IL-6'nin bagisiklik tepkilerinde ¢ok yonlii bir
rol oynadigini ortaya koymaktadir(197)

Baska bir ¢alismada, fare ve insan kaynaklit A-MKH'lerinin akut inflamatuar akciger
hasar1 (ARDS) iizerindeki yararh etkilerinin, farkli parakrin faktorlerinin {iretiminden
kaynaklanabilecegi gosterilmistir. A-MKH uygulamasi sonrasinda IL-6 ekspresyonunun
RNA interferansi ile baskilanmasi, terapotik etkilerin cogunu ortadan kaldirmistir. Bu
durum, A-MKH'nin antiinflamatuar 6zelliklerinde 1L-6 salgilanmasinin etkin bir rol
oynadigini ortaya koymaktadir. Ilgingtir ki, ARDS modelimizde A-MKH tedavisinden
sonra akcigerlerde cok yliksek diizeyde IL-6 iiretimi tespit edilmistir. Bu bulgular, IL-

6'nin A-MKH'nin tedavi edici etkilerindeki 6nemli roliinii vurgulamaktadir(199).

MKH’lerin immiinosupresif etkilerini iki ana yolak aracilifiyla gergeklestirdigi
diisiiniilmektedir. Ik olarak, lokal diizeyde NO (nitrojen oksit) ve ozellikle PGE2
(prostaglandin E2) gibi antiproliferatif medyatorlerin salgilanmasi yoluyla inflamasyonu
azaltic1 etkiler gosterirler. Ikinci olarak, sistemik diizeyde, bagisiklik yanitin1 Th1/Th17
profilinden Th2 immiin profili lehine degistirdikleri 6ne siiriilmektedir. Ayrica, A-
MKH'lerin antijen spesifik T hiicrelerinin {iretimini ve aktivasyonunu baskiladig:
gosterilmistir. Bu baglamda, IL-6'nin MKH'lerin immiinmodiilator 6zelliklerinde merkezi
bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. IL-6’nin bu siireclerdeki rolii hem antiinflamatuar
etkilerde hem de bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir. IL-
6’nin, COX-2 (siklooksijenaz-2) fonksiyonunda, dendritik hiicrelerin olgunlagmasinda ve
Treg hiicrelerinin olusumunda rol oynadiglr 6ne siiriilmektedir. Bu baglamda, IL-6

eksikligi olan C57BL/6 farelerinin Ki-MKH kullanmilarak yapilan ¢alismalar, IL-6'nin
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immiin yanitlarin diizenlenmesinde dnemli roliinii destekleyici kanitlar sunmustur. Choi
ve calisma arkadaslarinin aragtirmasinda, AA ile iligkili patojenik bir mediatér olarak
Dickkopf 1 (DKK-1) molekiilii incelenmis ve bu molekiilin TNFa ve IL-6 gibi
inflamasyonda rol oynayan c¢esitli sitokinlerin liretimi ve salimimini etkileyebilecegi
bulunmustur. Calismalar, A-MKH’lerin DKK-1 salgilanmasini arttirdigini gostermis ve
bu artisin inflamatuar yanitlar1 aktive ederek AA gelisiminde ©6nemli bir rol
oynayabilecegi hipotezini desteklemistir(200). Ancak, IL-6'nin AA inflamasyonunu
tetikledigi yontindeki bulgular, bizim ¢alisma sonuglarimizla ¢elismektedir. Bu durum,
IL-6'nin AA’daki rolii lizerine daha fazla arastirma yapilmasini gerektiren bir tartisma

alan1 yaratmaktadir.

Calismamiz, A-MKH tedavisinin AA lizerindeki in vivo etkilerini ve olasi
mekanizmalari aydinlatarak, A-MKH'lerinin AA’da diisiik niiks oranlara ve smnirh
yan etki profiline sahip etkili bir tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir. A-MKH
tedavisinin klinik uygulanabilirligine iliskin kisitlamalar arasinda fare modelinin
insanlarda dogrulanmas: ihtiyaci, donér faktorleri arasindaki degiskenlik ve uygulama
zorluklar1 yer almaktadir. Fare modellerinde AA gelisimini Onleyici etkilerinin
gosterilmesinin kok hiicre tedavisinin klinik uygulamalara tasinmasinda 6nemli bir adim
olacagina inanmaktayiz. Gelecekte, A-MKH'lerin insan deneklerde uygulanmasi ve
terapotik sonuglarin optimize edilmesi icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu
calismalar, etkili dozaj, uygulama aralifit ve yoOntemlerinin belirlenmesine
odaklanmalidir. Bu baglamda calismamiz, AA tedavisi i¢in umut verici bir yol

agmaktadir.

Yetiskin kok hiicrelerden elde edilen A-MKH'lerin, tiimor olusturma riskinin diistik
olmasi ve etik kaygilardan muaf olmalari, bu hiicreleri klinik uygulamalar i¢in cazip bir
secenek haline getirmektedir. Calismamizda kullanilan A-MKH'ler, daha az invaziv
prosediirlerle yiiksek verimle izole edilebilmesi ve KI-MKH’lere benzer veya daha giiclii
antiinflamatuar aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle daha cekici bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir. Intralezyonel uygulama yapilan grupta gozlenen klinik
iyilesmenin umut verici sonuglari, intravendz MKH uygulamasinda karsilagilan hiicre
say1st belirsizligi, verimlilik ve gilivenlik endiseleri gibi sorunlara kiyasla, intralezyonel
enjeksiyonun daha pratik bir alternatif olabilecegini diisiindiirtmektedir. Intralezyonel

uygulamanin 6zellikle lokalize inflamasyonu hedeflenmesinde daha etkili olabilecegi
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fikri, onceki ¢alismalarla da desteklenmistir. MKH'lerin kalict immiinmodiilator etkileri
ve sitotoksik olmamalari, tip alanindaki kullanim potansiyellerini artirmaktadir. A-
MKH'lerin antiinflamatuar ve immiinmodiilatér etkilerinin altinda yatan spesifik
molekiillerin  tanimlanmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi

vurgulanmaktadir.
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6. SONUCLAR

Calismamiz, A-MKH'lerin AA patogenezinde kilit rol oynayan inflamatuar bir sitokin
olan IL-15’1 énemli dl¢giide azalttigini, immiinmodiilator bir sitokin oldugu bilinen IL-
6’y1 artirdigint ve kil ¢ikisini artirarak gozle goriinlir klinik iyilesme sagladiginin
gosterilmesi nedeniyle degerli bilgiler sunmaktadir. Bu veriler, A-MKH'lerin
immiinmodiilasyon yeteneklerine vurgu yaparak AA gibi otoimmiin hastaliklarda tedavi
potansiyelini ortaya koymaktadir. A-MKH'lerin hastalik modellerindeki olumlu etkileri,
klinik tedavi uygulamalarinda umut verici bir segenek oldugunu gdstermektedir.
Gelecekte, A-MKH'lerin spesifik etki mekanizmalarinin daha detayli incelenmesi, tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.

Caligmamizda, kok hiicre uygulanan gruplarda saglanan klinik iyilesmesiyle birlikte, IL-
6 immiin yogunlugunun saglikli C57BL6 farelerindekine benzer ve kontrol gruplarina
gore daha yiiksek olmast, IL-6'nin MKH'lerin terapétik rollerinde 6nemli bir mekanizma
olabilecegini diisiindlirmektedir. Verilerimiz, A-MKH'lerin faydali etkilerine farkl
mekanizmalarin aracilik edilebilecegini gostermektedir. Ozellikle, IL-6'min AA'da A-
MKH'lerin terapotik etkilerinin baslica aracisi olarak tanimlanmasi, bu tedavi yonteminin
onemini vurgulamaktadir. Calismamiz, AA tedavisinde MKH'lerin kullanimi i¢in 6nemli
klinik 6ncesi veriler sunmakta ve A-MKH'lerin otoimmiin/inflamatuar hastaliklarin hiicre
temelli tedavisi i¢in yeni terapdtik perspektifler acgabilecegini Ongdrmektedir. A-
MKH'lerin ¢esitli inflamatuar aracilar1 diizenleme ve Treg hiicrelerinin iiretimini tesvik

etme kapasitesi, mevcut tedavilere gore bir terapdtik avantaj sunabilir. Bu 6zellikleriyle
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A-MKH'ler, AA gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde umut verici bir se¢enek olarak

one ¢ikmaktadir.

Otoimmiin bir hastalik olan AA igin alternatif bir tedavi olarak degerlendirilebilecek A-
MKH-lerin etkinligini degerlendirmeyi amagladigimiz bu c¢alismamizda, AA
patogenezinde kilit rol oynadigi diisiiniilen sitokinlerden IL-6 ve IL-15'in, A-MKH
uygulamasi sonrasi deney gruplarindaki degisimlerini inceleyerek, AA’ nin patogenezine
ve A-MKH'lerin tedavi edici mekanizmalarina katki saglamay1 hedefledik. A-MKH'lerin
doku normallestirici 6zellikleri sayesinde, mevcut tedavilere kiyasla daha az niiks ve daha
kalic1 bir etki saglayarak AA i¢cin umut vadeden bir alternatif tedavi segenegi olabilecegini
diisiinmekteyiz. Calismamizin hipotezi, AA lezyonlarina intralezyonel ve intravenoz
olarak uygulanan A-MKH'lerin, kil folikiilleri ¢cevresindeki mikro ¢evreyi iyilestirerek
killarin yeniden uzamasini destekleyebilecegi yoniindedir. Calisma sonuglarimiz, A-
MKH'lerin AA patogenezinde kilit rol oynayan sitokin profilini saglikli kabul edilen
gruba yaklastirarak alopesik dokuyu normallestirdigini ve AA semptomlarini hafifletici

bir etki yarattigini géstermektedir.

Literatiirdeki benzer ¢alismalarin aksine, transjenik farelerde herhangi bir indiiksiyon
yontemi kullanilmadan alopesi olusturmasi beklenmistir bu ydntemin modelimizi
insanlardaki AA hastalik modeline daha uygun hale getirmistir. Kiiltliir yontemiyle elde
edilen adiposit kokenli kok hiicrelerinin hem intravendz hem intralezyonel uygulama
yapilarak tedavi etkinliginin degerlendirilmesi ¢alismamizin {istiin yonleridir. Ozellikle
kiiltiire edilerek elde edilmis kok hiicrelerin intralezyonel uygulamasinin yapildigi deney
grubunda gozlenen klinik iyilesme, tedavi basarisini net bir sekilde ortaya koymakta ve

calismamizi 6nemli kilmaktadir.

Caligmamizda, kok hiicre tedavisinin AA patogenezinde dnemli bir role sahip olan sitokin
seviyeleri iizerinde anlamli degisiklikler yaptigin1 gostermektedir. Ozellikle, AA
gruplarinda yiiksek seviyelerde tespit edilen ve inflamatuar siireglerde kritik bir islev
istlenen IL-15 sitokin diizeylerinin, kdk hiicre tedavisi sonrasinda belirgin sekilde
azaldig1 gozlemlendi. Bunun aksine, AA gruplarinda diisiik seviyelerde bulunan IL-6
sitokininin, tedavi sonrasi artis gosterdigi belirlendi. Ozellikle intralezyonel kok hiicre
uygulamasi yapilan gruplarda sitokinlerin saglikli kontrol grubundaki seviyelere ulastigi

tespit edildi. Klinik gbzlemlerimizde elde ettigimiz tedavi basarisinin AA sitokin
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havuzundaki diizenlemelerle desteklenmistir. MKH °‘lerin iyilestirici etkilerini hem klinik
hem sitokin diizeyinde net bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu yoniiyle calismamiz kdk
hiicre uygulamalarmin AA tedavisinde etkin ve kalic1 bir tedavi alternatifi olabilecegine
dair kanitlar sunmaktadir. Calismamizin hem metodolojik hem de elde edilen sonuglar
acisindan literatiire yeni bilgiler kazandirdigin1 diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, A-
MKH tedavisinin sitotoksisite riskinin bulunmamasi ve uzun siireli immiinmodiilator
etkiler sunmasi, bu yontemi tip uygulamalar i¢in ideal bir aday haline getirdigini
diisiinmekteyiz. Ancak, bu 6n bulgularin insan klinik denemelerine aktarilmasi ve
uygulanmasi i¢in daha fazla aragtirma gereklidir. Bu tiir arastirmalarin, kisisellestirilmis

kok hiicre tedavilerinin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayacagina inanmaktayiz.
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