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OZET

Sjogren Sendromunda ileri Basamak Céziicii Lipid Mediyatorleri
Ile Oksidatif Stres Iliskisinin Incelenmesi

Sjogren sendromu (SS) tiikiirik ve lakrimal bezler gibi salgi bezlerini etkileyen
sistemik, kronik inflamatuvar, otoimmiin bir hastaliktr. Ileri basamak ¢oziict lipid
mediyator (SPMs) ailesinden olan protektinler (NPD1/PD1) inflamasyonunun
baslangicindan, homeostaza kadar olan siirecte 6nemli role sahiptirler.

Bu galismada pSS hastalarinda PD1, TNF-alfa, IL-6, Total Antioksidan Status
(TAS), Total Oksidan Status (TOS) ve Malondialdehid (MDA) diizeylerinin élgilmesi; bu
parametrelerin  birbirleriyle ve Kklinik parametrelerle olan iligkisinin incelenmesi
amaclanmastir.

Calismaya Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklari
(Romatoloji) Klinigi’'nde pSS tanisiyla takip edilen 45 hasta ile bunlarla yas ve cinsiyet
uyumlu 29 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Serum PD1, TNF-alfa, IL-6
diizeyleri ELISA yontemiyle, TAS ve TOS diizeyleri kolorimetrik yontemle ve MDA
dizeyleri ise spektrofotometrik yontemle ¢alisildi.

Hasta grubunda TNF-alfa, IL-6, TOS, OSI ve MDA diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli derecede ylksek iken (sirasiyla, p=0,028, p=0,034, p=<0,001, p= <0,001, p=
<0,001) PD1 ve TAS diizeyleri anlaml1 derecede diisiik bulunmustur (sirasiyla, p=<0,001,
p=<0,001). Hasta gruplarma ait PD1 seviyeleri ile TAS arasinda yiiksek diizeyde pozitif
yonde korelasyon oldugu (p=0,002, r= 0,361**) bununla birlikte PD1 ile OSI ve MDA
diizeyleri arasinda yiiksek diizeyde negatif yonde korelasyon oldugu goriilmiistiir (sirasiyla
p=0,002, r=-0,362**, p=0,001, r=-0,416**). pSS’de degisen faktorleri belirlemeye yonelik
olarak yapilan lojistik regresyon analizi modelinde hasta grupta kontrol grubuna gére OSIi
6.27 kat (p=0.006) yuksek bulunurken Protektin D1 1.504 kat (p=0.048) diisiik bulunmustur.

Tum bu sonuglara gore ileri basamak ¢ozlc lipid mediyatorlerinden biri olan PD1’in
oksidatif stres parametreleri ile ters orantili olarak SS patogenezindeki inflamasyonda
hafifletici bir etkisi oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sjogren Sendromu, Protektin D1, Oksidatif stres, inflamasyon
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ABSTRACT

Investigation of the Relationship of Oxidative Stress and Specialized
Pro-resolving Lipid Mediators in Sjogren’s Syndrome

Sjogren's syndrome (SS) is a systemic, chronic inflammatory, autoimmune disease
that affects secretory glands such as the salivary and lacrimal glands. Protectins
(NPD1/PD1), which are from the specialized pro-resolving lipid mediators (SPMs) family,
have an important role in the process from the onset of inflammation to homeostasis.

In this study, it was aimed to measure PD1, TNF-alpha, IL-6, Total Antioxidant
Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS) and Malondialdehyde (MDA) levels in pSS
patients to examine the relationship of these parameters with each other and clinical
parameters.

The study included 45 patients who were followed up with the diagnosis of pSS at
the Internal Medicine (Rheumatology) Clinic of Hatay Mustafa Kemal University Hospital
and 29 healthy individuals who were age and gender compatible with them as a control
group. Serum PD1, TNF-alpha and IL-6 levels were studied by the ELISA method, TAS and
TOS levels the colorimetric method and MDA levels by the spectrophotometric method.

TNF-alpha, IL-6, TOS, OSI and MDA levels were significantly higher in the patient
group compared to the control group (respectively, p=0.028, p=0.034, p=<0.001, p=<0.001,
p= <0.001), while PD1 and TAS levels were significantly lower (respectively, p= <0.001,
p=<0.001). There was a high level of positive correlation between PD1 levels and TAS
belonging to patient groups (p=0.002, r= 0.361**), however, there was a high level of
negative correlation between PD1 and OSI and MDA levels (respectively, p=0.002, r=-
0.362**, p=0.001, r=-0.416**). In the logistic regression analysis model conducted to
determine the changing factors in pSS, OSI was found to be 6.27 times (p=0.006) higher in
the patient group compared to the control group, while Protectin D1 was found to be 1.504
times (p=0.048) lower.

According to all these results, it can be said that PD1, one of which is a specialized
pro-resolving lipid mediators, has a mitigating effect on inflammation in the pathogenesis of
SS inversely proportional to the parameters of oxidative stress.

Keywords: Sjogren’s Syndrome, Protectin D1, Oxidative Stress, Inflammation

Xiii



GIRIS

Sjogren Sendromu (SS), Ozellikle tukirik ve gozyasi gibi ekzokrin bezleri
etkileyerek fonksiyonel bozukluga neden olan kronik inflamatuvar otoimmiin bir hastaliktir
(Espinosa ve ark. 2014). Sjogren sendromu en sik goriilen {i¢ otoimmiin hastaliktan biridir.
Hastaligin tahmini prevalanst %0,5'tir ve kadin erkek oran1 9:1-19:1'dir (Kabasakal ve ark.
2006). Eslik eden bagka bir romatolojik hastalik bulunup bulunmamasina gore primer
Sjogren sendromu (pSS) ve sekonder Sjogren sendromu (sSS) olarak siniflandirilmaktadir.
(Dafni ve ark. 1997, Gabriel ve Michaud 2009).

Hastaligin patogenezi biyuk 6lglde bilinmemektedir ancak genetigin, hormonal ve
cevresel faktorlerin patofizyoloji Gizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. SS hastalarinin

tikarik bezlerinde T ve B lenfositlerinin fokal infiltrasyonunun varligi kronik bir
inflamatuvar stireci gosterir (Vitali ve ark. 2003, Bolstad ve Jonsson 2002). Bu nedenle
hastalari ¢ogu gegmeyen kuru agiz ve kuru goz sikayetine sahiptir (Delaleu ve ark. 2005).
Sitokinler, salgi bezlerinde inflamasyonun baslamasinda ve devam etmesinde
merkezi bir rol oynarlar. Pro ve anti-inflamatuvar sitokinlerin dengesizligi, salgi
fonksiyonunun azalmasina yol acarak bezlerde hasara neden olur (Humphreys-Beher ve ark.
1999, Tzioufas ve Voulgarelis 2007). interlokin-6 (IL-6) ve Timdr Nekroz Faktorii-alfa
(TNF-alfa) SS gibi otoimmin inflamatuvar hastaliklarda etkin rolleri olan énemli pro-
inflamatuvar sitokinlerdir (Rose-John 2021, Dorner ve ark. 1995).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik oksidatif stres (OS) olarak
tanimlanir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) konsantrasyonu hiicre homeostazinda kritik bir
role sahiptir. Asir1 ROS Uretimi oksidatif strese neden olur. ROS'un SS patofizyojisinde etkin
olan inflamasyon sirasinda aktive edilmis graniilositler tarafindan iretildigi belirtilmistir.
(Kurimoto ve ark. 2007, Barnes ve ark. 2012). SS hastalarmin plazma veya tukiruk
ornekleriyle yapilan c¢alismalarda, miyeloperoksidaz ve nitrotirozin gibi OS
biyomarkirlarmin yiiksek oldugu ve bununla birlikte normalden daha distik glutatyon
seviyelerinin oldugu saptanmistir. Boylelikle OS’in hastaligin patofizyolojisiyle iligkili
olduguna dair kanitlar oldugu ortaya konmustur (Norheim ve ark. 2012, Cay ve ark. 2012,
Ryo ve ark. 2006).

Ileri basamak ¢oziicii lipid mediyatdrler (SPMs), inflamasyon durumunda lokal

olarak ¢oklu doymamis esansiyel yag asitlerinden sentezlenirler (Romano ve ark. 2007).



SPM'nin inflamasyon kaskadin1 diizeltmeye yonelik genis anti-inflamatuvar etkileri vardir.
SPM’ler pro-inflamatuvar kimyasal mediyatdrleri diizenler, inflamasyonunun siddetini ve
suresini azaltirlar. Inflamatuvar eksiidalarin ¢6ziilmesi sirasinda dokosahekzaenoik asit
(DHA)'ten protektinler (NPD1/PD1) sentezlenir. inflamatuvar bolgeye daha fazla 16kosit
alimini simirlar (Serhan 2007, Hong ve ark. 2003). Lokosit aracili doku hasarmi durdurmak
icin sinyal molekuli olarak hareket ederler (Serhan 2017). Bunlarin yani sira birgok hastalik
modelinde giiclii koruyucu etkileri oldugu da belirlenmistir (Ariel ve ark.2005, Chen ve ark
2009, Serhan ve ark 2006). pSS hastalarmda SPM’le ilgili yapilan sinirli sayida calisma
vardir (Yellepeddi ve ark. 2021). Ancak pSS hastalarinin PD1 seviyelerini arastirildigi bir
calisma mevcut degildir.

Bu ¢alismada amacimiz, Sjogren Sendromu hastalarinda PD1, TNF-alfa, IL-6 ve
oksidatif stres parametrelerinden Total Antioksidan Status (TAS), Total Oksidan Status
(TOS) ve Malondialdehid (MDA) diizeylerinin 6l¢lilmesi; bu parametrelerin birbirleriyle ve

Klinik parametrelerle olan iliskisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sjogren Sendromunun Tanimi

Sjogren Sendromu, agir seyreden, sistemik romatizmal ve otoimmuin bir hastalik olup
kontrol edilemeyen bir inflamasyonla karakterizedir. Ekzokrin bezlere, 6zellikle tukirik ve
gbzyas1 bezlerine ¢esitli hiicrelerin goci ile kendini gosterir (Bowman 2018, Carsons ve
Patel 2022). Klinik olarak SS, solunum, derideki ekzokrin bezler, Grogenital, gastrointestinal
yollar dahil olmak (izere coklu organ sistemlerini etkileyebilmektedir. Ayrica ekstra
glandiler tutuluma neden olabilen genis bir sistemik belirti yelpazesine sahiptir (Luciano ve
ark. 2015, Kaneko 2015).

Sjogren Sendromu, romatizmal hastaliklardan herhangi  birinin  bulunup
bulunmamasi durumuna bagli olarak primer Sjogren Sendromu (pSS) veya sekonder Sjogren
Sendromu (sSS) olarak siniflandirilmaktadir (Fox 2005, Brito-Zerén ve ark. 2018). pSS’ye
romatizmal hastalik eslik etmemektedir. sSS’ye ise eslik eden romatolojik hastaliklar
arasinda, romatoid artrit (RA), sistemik lupus eritematozus (SLE), sistemik skleroz,
inflamatuvar miyozit, otoimmin hepatit ve otoimmdin tiroid hastaligi bulunmaktadir
(Theander ve Jacobsson 2008). Ister primer ister sekonder formda olsun azalmis dis salgi
bezi fonksiyonu sonucunda hastalarin hemen hepsinde géz kurulugu ve/veya agiz kurulugu
bulunmakta ve hastalarin {icte birinde ise tek bulgu olabilmektedir (Dafni ve ark. 1997,
Gabriel ve Michaud 2009).

2.2. Sjogren Sendromunun Epidemiyolojisi

Kadimlarda erkeklere oranla daha sik goriilen SS, kadin/erkek oran1 9/1-19/1 arasinda
degiskenlik gostermektedir (Gondran ve ark. 2008). SS yetiskin bireylerde ¢ogunlukla
ortalama 40 yasindan sonra gortlmektedir. Sendromun pik yaptigi diger yas araligi 20 ile 40
yas arasinda degismektedir. Hastaligin birgok semptomu spesifik olmadigindan ilk bulgular
teshisten ¢ok once de gorulebilir (Westhoff ve Zink 2008).



Insidans ve prevalans diinya ¢apinda cografik ve etnik kdkenlere bagli olarak biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Ayrica kullanilan smiflandirma kriterlerinin farkli olmasi da
hastaligin etiyolojisinin tam olarak belirlenememesine neden olmustur. Birbirinden bagimsiz
birgok ¢alismanin analizine bakilarak diinya iizerinde SS yayginliginin 100.000 bireyde 61
oldugu belirlenmistir. Havuzlanmis insidans orani1 6,92°dir ve SS’in en ¢ok Avrupa’da
oldugu bilinmektedir (Patel ve Shahane 2014, Qin ve ark. 2015, Geransson ve ark. 2011,
Ayar ve ark. 2020).

Kabasakal ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda tilkemizde yapilan bolgesel (Izmir)
bir ¢alismada pSS prevalanst Amerika-Avrupa Konsensus Grubu (AECG) smiflama
Kriterlerine gore %0,72, Avrupa kriterlerine gore %1,56 olarak belirlenmistir (Kabasakal ve
ark. 2006). Yine iilkemizde yapilan baska bir ¢caligmada Avrupa kriterleri kullanilarak pSS
prevalanst %0,35 ve revize edilmis AECG kriterleri kullanilarak %0,21 olarak bulunmustur
(Birlik ve ark. 2009).

2.3. Sjogren Sendromunun Patogenezi

Sendromun patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, yapilan ¢alismalar genetik
yatkinligin, hormonal faktorlerin ve viriislerin patofizyoloji lizerinde etkili oldugu yoniinde
yogunlagmustir. Genetik yatkinligi olan bireylerde, cevresel faktorlerin de etkisiyle

otoimmiinitenin tetiklendigi diistiniilmektedir (Bombardieri ve ark. 2020).

2.3.1. Genetik Egilim

Literatlrdeki mevcut calismalar SS patogenezinin kalitsal olabilecegini gostermistir.
Bu amacla yapilan caligmalarda SS hastasi olan bireylerin ailesel genetik taramalari
yapilmistir. Caligma sonucunda aile bireylerinde otoimmiin bagka hastaliklarm da oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte 6zellikle aile igindeki rastgele se¢ilmis bireylerin yine aile
icindeki monozigotik ikiz bireylere gore SS gelistirme riski daha distiktir (Fox 2001,
Yamamoto 2003).



Sjogren Sendromuna genetik yatkinlik, temelde bireylerin l16kositlerinde eksprese
edilen major doku uygunluk kompleksi (MHC) smif II gen bolgesindeki alellerle, 6zellikle
insan I6kosit antijeni (HLA), HLA-DR ve HLA-DQ alelleriyle iliskilendirilmistir (Nair ve
Singh 2017, Kang ve ark. 1993). Ayrica etnik kdkeni farkli olan hastalarin, farkli HLA
duyarlilik alelleri tagidigini gosteren birgok calisma vardir. HLA sinif 11 genlerinin, hastaliga
0zgu spesifik otoantikorlarin iiretilmesiyle baglantili oldugu belirlenmistir (Miyagawa ve
ark. 1998, 22. Brito-Zerdn ve ark. 2023)

2.3.2. Cevresel Faktorler

Farkli enfeksiy6z ajanlar, 6zellikle virtsler, SS’in potansiyel patojenik tetikleyicileri
olarak kabul goérmiislerdir (Brito-Zerén ve ark. 2016). SS patogenezinde etkili oldugu
diistiniilen en az dort virlis bilinmektedir. Herpes tipi viriis olan Epstein-Barr virtsiinin
(EBV), hastaligin siddeti ve ekstraglandiiler belirtileri ile iliskili oldugu ve bunlar arasinda
bir kolerasyon oldugunu savunan g¢alismalar mevcuttur (Fox ve ark. 1986, Negrini ve ark.
2022). Ayrica gozyast bezi biyopsileri ile tiikiiriik ya da tiikiiriik bezi 6rneklerinde de EBV
bulunmustur. Bu patojenin epitel hiicre apoptozunda rolii oldugu var sayilmaktadir. EBV
‘nin molekiiler taklit mekanizmalar1 yoluyla riboniikleoprotein kompleksleri olan Ro/SSA
ve La/SSB gibi otoantikorlarin salmimini destekledigi de 6ne siiriilmiistiir (Nossent ve ark.
2012). EBV, dogustan gelen bagisiklik tepkisini aktive ederek, endozomal Toll benzeri
reseptorleri ((TLR'ler), (3, 7 ve 9)) ile etkilesime girip interferon (IFN) ekspresyonunu
arttirdigi da bir¢ok calismayla desteklenmistir (Deshmukh ve ark. 2009, Iwakiri ve ark. 2009,
Zheng 2010). Bu bulgular dogrultusunda; T hiicreleri ile giiclii bagisiklik tepkilerinin
indiklenmesi ve otoreaktif B hiicrelerinin lokal proliferasyonu desteklemede EBV nin etkin
rolii oldugu da séylenebilir. EBV'nin B hicreleri ile etkilesebildigi bilinmektedir. Bunedenle
B hiicrelerinde gergeklesen kronik lenfoproliferasyonu destekledigi g0sterilmistir
(Pflugfelder 1993, Marson ve ark. 2015).

Fakat bugiine kadar SS’in viral enfeksiyonlarla (EBV, hepatit C viriisii ve Insan
Bagisiklik Yetmezligi Viriisii) olustuguna dair agik bir iliski bulunamamistir (Gottenberg

2009). Baz1 ¢alismalar, virlsler hastaligin baglangicinda saptanamasalar bile, hastaliga



genetik olarak yatkmligi bulunan kisilerde, bunlar potansiyel tetikleyiciler olarak hareket
edebilecegini gostermektedir (Ou ve ark. 2008).

2.3.3. Hormonal Faktorler

Sjogren Sendromunun kadinlarda erkeklere oranla daha fazla gorulmesi, bu
sendromun hormonal degisiklikler ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir (Cutolo ve ark.
1995). Ostrojen ve progesteronun immiin yanit1 diizenleyici rolii oldugu varsayilmaktadir
(McMurray 2001, Da Silva 1995). Bu durumla ilgili yapilan hayvan ¢aligmalarinda azalmis
Ostrojen seviyelerinin, SS ve SS benzeri semptomlarla iliskili oldugunu gostermektedir.
Aromataz genleri bloklanarak, 06strojen sentezi baskilanan farelerde SS’e benzer

otoimmiinite belirtileri gelistirdigi belirlenmistir (Ishimaru ve ark. 2003).

2.4. Sjogren Sendromunun Patofizyolojisi

Sjogren sendromunun nedeni tam olarak bilinmemektedir (Nair ve Singh 2017).
Yapilan ¢alismalar, genetik olarak duyarli bireylerde belirli gcevresel etkilere maruziyetin
SS’in patofizyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegi ve bunun etkisiyle bagisiklik sisteminde
fonksiyon bozukluguna neden olarak hastalik patogenezine katki saglayabilece§ini one
stirmektedir (Tabbara KF ve Vera-Cristo 2000, Srinivasan ve Slomovi 2007).

Daha spesifik olarak bakildiginda, dogal bagisikliktan gelen savunma
bariyerlerindeki herhangi bir diizensizlik, IFN yolunu barindiran bir mekanizmayla, 6zellikle
SS’in erken evrelerindeki patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir (Voulgarelis ve
Tzioufas 2010).

Adaptif bagisiklik sistemi, hastaligin gelisiminde oldukc¢a ©nemlidir. B hicre
aktivasyonuyla birlikte, T hicre proliferasyonu, hastaligin ilerlemesine katki saglar
(Bombardieri ve ark. 2020).
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Sekil 2.1 pSS'hin temelini olusturdugu varsayillan patofizyolojik streglerin sematik gosterimi
(Nocturne ve Mariette 2013) tarafimizca tiirkgelestirilmistir. Kisaltmalar: BAFF: B hiicre aktive edici faktor,
DC: dendritik hiicre, GC: germinal merkez, IL-12R: IL-12 reseptorl, NK, dogal katil hiicre, pDC: plazmasitoid
dendritik hiicre, pSS: primer Sjogren sendromu, Teu: folikiiler yardimer T hiicre, Tul: T yardimer hiicre 1.

Temel olarak, SS’in patofizyolojisinde etkili oldugu varsayilan genetik yatkinlik,
cevresel veya hormonal bir tetikleyici, glandiler epitel hicrelerin fonksiyonunun
bozulmasma bu nedenle kemokin ve adezyon molekullerinin salinmasina neden olur.
Hastalik patofizyolojisinde etkili olan bu faktorler, dendritik hucrelerin, T ve B
lenfositlerinin salgi bezlerine gbglnu tetikler. Ayrica dokularda lenfositlerin daha cok
tutulmalarina ve asir1 aktivasyonlarina neden olurlar. Salgi bezlerindeki dendritik hiicreler
yuksek seviyede IFN dretirler. Epitel hiicreleri, dendritik hicreler, IFN ve T hicreleri, B
hiicre aktive edici faktor (BAFF) iiretimini uyarir. Bu da B hiicresi olgunlagmasini saglar
(Nocturne ve Mariette 2013). BAFF, otoimmiin B hicrelerinin Gretilmesine neden olur. Bu
hucreler ise otoantikorlar1 salgilar. Bununla birlikte BAFF diizensiz B hiicresi
matirasyonuna da neden olur (Sekil 2.1) (Nocturne ve Mariette 2013, Chivasso ve ark. 2021,

Goules ve ark. 2017).



2.4.1. Epitel Hucrelerin Rolu

Tukurik ve lakrimal bezlerin epitel hiicreleri pSS hastalarindaki inflamatuvar strecte
Kritik bir rol almaktadir (Selmi ve Gershwin 2017). Bu hiicreler SS hastalarinda antijen sunan
hicreler olarak hareket edebilmektedir. Bu durum, pSS hastalarindaki epitel hicrelerinin
intrinsik aktivasyonunu ve hastaligin patofizyolojisindeki etkisini ifade eder (Barrera ve ark.
2013).

2.4.2. Dentritik Hiicrelerin ve interferon-Alfa'min Roli

Plazmasitoid dendritik htcrelerin (pDC) ve interferon-alfa'nin (IFN-alfa) SS
patogenezini etkiledigi goriilmektedir (Emamian ve ark. 2009, Steinman ve Hemmi 2006).
SS'li hastalarin tukurik bezlerinde artmig pDC seviyeleri ve IFN indiiklenebilir genlerin up-
regiilasyonu tespit edilmistir. pDC’ler kandan tiikiiriik bezlerine alinir ve burada artmis
seviyede IFN-alfa salgilarlar. Bu da salgi bezlerinde lenfositlerin daha uzun silre
bulunmalarina ve daha sonra aktivasyonlaria neden olur (Swiecki ve Colonna 2010, Bave

ve ark. 2005, Hjelmervik ve ark. 2005).

2.4.3. T Lenfositlerin Rolu

Salg1 bezlerine l6kositlerin ve lenfositlerin yogunlagmasi, epitel hiicrelerde hasara
yol acar. Epitel hiicrelerdeki hasara bagli olarak mononiikleer hiicreler glandiiler dokunun
yerine gecer. Salg1 bezi dokularina en ¢ok gd¢ eden hiicre grubu yardime:r T lenfositlerdir.
Bu hucreler iki ana yolak ile epitel hiicrelere zarar verir. Bunlar apoptoz ve sitotoksik T
hicreleri tarafindan salgilanan perforin-granzim enzim sekresyonudur (Deshmukh ve
Nandula 2009, Li ve ark. 1995).



2.4.4. Sitokinlerin Roli

Salg1 bezlerine go¢ eden T lenfositler ¢esitli sitokinler salgilar. Salgilanan sitokinler
hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Roescher ve ark. 2009). Bu sitokinler arasinda
interferon-gama (IFN- ), interlokin-2 (IL-2), interlokin-10 (IL-10), interlokin-6 (IL-6) ve
transforme edici blylme faktori-beta (TGF- B) gibi yardimc1 T (TH) hiicrelerinden salinan
sitokinler bulunur (Roescher ve ark. 2010). Mitsias ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calisma immun yanitin TH hicrelerinin trettigi sitokinler arasindaki denge ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Yardimc1 T hiicreleri 2 (TH2) tarafindan iiretilen sitokinler SS’in
erken doneminde baskin iken, Yardime1 T hiicreleri 1 (TH1) sitokinleri bu hastaligin sonraki
asamalart ile iliskilidir (Mitsias ve ark. 2002).

2.4.4.1. Interlokin-6

Interlokin-6, monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotel hiicreleri, mezengial
hiicreleri, bagisiklik (T ve B hiicreleri) ve bazi tiimor hiicreleri gibi ¢esitli lenfoid olan ve
lenfoid olmayan hiicreler tarafindan {iretilir (Narazaki ve ark. 2017, Arai 1990). IL-6 ¢ok
cesitli biyolojik etkileri olan inflamatuvar bir sitokindir (Zhou ve ark. 2016). IL-6,
enfeksiyon ve inflamasyon sirasinda rejeneratif ve koruyucu olabilir. Ayrica bagisiklik ve
sinir sisteminin dizenlenmesinde islevleri vardir (Rose-John 2012). IL-6’nin bulasici
hastaliklarda ve otoimmin bozukluklar da dahil olmak (zere cesitli inflamatuvar
hastaliklarda mediyator gorevi vardir (Rose-John 2021). IL-6 ¢ogunlukla pro-inflamatuvar
sitokin olarak degerlendirilmesine karsin, pek cok rejeneratif veya anti-inflamatuvar
aktiviteye de sahip oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle klinik midahale igin énemli bir
hedef olarak degerlendirilmektedir (Scheller ve ark. 2011, Hirano ve ark. 1990). Otoimmiin
hastaliklarin patogenezi (pSS, RA, SLE gibi) artmig serum pro-inflamatuvar sitokin
seviyeleri ile iligkili bulunmustur (Hwang ve ark. 2014, Boras ve ark.2004, Nguyen ve ark.
2008, Wakamatsu ve ark. 2006).



2.4.4.2. TUmor Nekroz Faktor-Alfa

Tumor nekroz faktor-alfa, bir sitokin ailesi tyesidir. TNF ailesi, alfa ve beta
formlarinda 19 ligand, 29 reseptor icerir. TNF-alfa, fibrozis ve inflamasyon ile ilgili;
makrofajlar tarafindan sentezlenir (Hotamisligil ve ark. 1995, Willrich ve ark. 2015,
Matsuno ve ark. 2002).

Tumor nekroz faktor-alfa iki formda bulunur; transmembran (mTNF-alfa) ve
¢ozlndr form (STNF-alfa)’dur. mTNF-alfa ve STNF-alfa formlari, TNF reseptoru-1 (TNFR)
ile baglanir ve gesitli sinyal yollarmi etkinlestirir; birgcok dokuda bulunabilen TNFR-1, TNF-
alfa reseptor tiplerinden ilkidir; bu reseptorin sinyali pro-inflamatuvar ve apoptotik etkiler
gostermektedir. TNF-alfa reseptorlerinden bir digeri olan TNF reseptorii-2 (TNFR-2) ise
yalniz bagisiklik sistemi ile endotel hicrelerde bulunmaktadir. TNFR-2 sinyali
antiinflamatuvar etkili olmakta ve hucre proliferasyonunu dizenlemektedir (Li ve ark.
2008).

TNF-alfa aktivasyonu; TNF-alfa donistiriici  enzim (TACE) tarafindan
saglanmaktadir. TNF-alfa’nin bircok gorevi vardir fakat Ozellikle proliferasyon,
proinflamasyon ve apoptoziste kritik rol oynar (Willrich ve ark. 2015). TNF- alfa
dontistiiriict enzim adaptif immdin yanittan gelen pro-inflamatuvar sitokinleri etkileyerek
otoimmiiniteye katki saglar (Mease 2002). Salgi bezlerinden salinan sitokinler
inflamasyonun tetiklenmesinde 6nemli role sahiptir. Salman sitokinler, salgi bezlerinde

kiimiilatif hasara yol agarlar ve salgi fonksiyonunun bozulmasma neden olurlar (Zhou ve

ark. 2017, Kamachi ve ark. 2002).

Yapilan ¢aligmalarda SS hastalarinda olusan doku hasar1 sonucu TNF-alfa’nin hizla
tretildigi gozlenmistir. SS hastalarmm, serum ve tukirik bezinde yiiksek TNF-alfa
ekspresyonun, pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimini ve immin hicrelerin dokulara
alinmasini, doku hasarmi tesvik ettigi bilinmektedir. Ayrica SS hastalarinin TNF-alfa
seviyelerindeki bu artis, TACE aktivitesinin de artisina neden olur. Ek olarak, TACE'nin
atilmasi ve aktivasyonu yoluyla anti-Ro/SSA, aktif TNF-alfa pro-inflamatuvar sitokinlerin

(6rnegin; IL-6 I1L-8) salgilamasi igin salg1 bezlerini uyarir (DOrner ve ark. 1995).
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2.4.5. B Hucre Aktivator Faktorin (BAFF) Roll

Sjogren Sendromunda yaygin olarak goriilen B hiicresi fonksiyon bozukluguna
BAFF neden olur. SS hastalarinin serumlarindaki BAFF seviyelerinin saglikli bireylere gore
daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Daridon ve ark. 2007). Ayrica SS hastalarindaki plazma
BAFF seviyelerinin, anti-SSA / SSB dahil olmak (zere ylksek otoantikor seviyeleri ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Mariette ve ark. 2003, Groom ve ark. 2002).

2.4.6. Antikorlarin RolUu

Anti nukleer antikorlar (ANA), genelde otoimmiin hastaliklarin teshisinde kullanilan
genis bir otoantikor grubunu igermektedir. Bu antikorlar, hiicrenin niikleer ve sitoplazmik
bilesenlerine 6zgii olusan otoantikorlardir. (Bagnasco ve ark, 2007). ANA’lar, SS tanil
hastalarda (%90'ninda) en sik saptanan otoantikorlardir (Klareskog ve ark. 2010).

Sjogren Sendromu hastalarinda spesifik olmayan otoantikorlar bulunamaktadir
(Scofield 2004). Bu otoantikorlar anti-Ro /SSA ve anti-La /SSB’ dir. Anti-SSA / Ro temelde
bir otoantijen olan Ro52 kD, Ro52 proteini ve 60 kD, Ro60 proteinini tanir (Schulte-Pelkum
ve ark. 2009). Bununla birlikte, bu otoantikorlarin SS patogenezindeki kesin roli tam olarak
belirlenememistir. R052 (interferon ile indiklenebilir bir protein), bircok interferon
regulator faktor (IRF) transkripsiyon faktorii ailesinin ubikutin ekleme islemine ve daha
sonra sitokin dretimini diizenlemesine yardimci olur (Ambrosi ve Wahren-Herlenius 2012).
Ro52, IRF aktivitesinin negatif regtilatdrudir, dolayisiyla inflamatuvar sitokinlerin tretimini
engeller. Sjogren sendromlu hastalarda anti-Ro52 varliginda, Ro52'nin ubikutinizasyonu
otoantikor tarafindan engellenir. Bu durum, IRF tarafindan diizenlenen pro-inflamatuvar
sitokinlerin artmasina neden olur. Bdylece SS patogenezine katki saglar (Yang ve ark. 2012,
Quartuccio ve ark. 2015, Baer ve ark. 2015). Ro60 proteini, TROVE2 olarak da bilinir.
hYRNA olarak bilinen kiglk sitoplazmik RNA gruplarint baglar. Hatali RNA
transkriptlerinin temizlenmesinde rol oynar. Ro60 proteini endojen inflamatuvar gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Hung ve ark. 2015, Szczerba ve ark.

2016). Bu antikorlar, yeni sentezlenen RNA polimeraz 111 transkriptleriyle iliskili 47 kD
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fosfoproteinini tanir. Anti-La / SSB otoantikorlarinin SS'deki patojenik rolii heniiz tam agik

degildir (Troster ve ark. 1994, Kovacs 2005, Rivera ve ark. 2009).

Anti-Ro / SSA ve anti-La / SSB antikorlari, SS'nin temel serolojik belirtecleri olarak
kabul edilirler. SS hastalarinin yaklasik olarak %33-74'Unde anti-Ro / SSA ve %23-52'de
anti-La / SSB antikorlar1 bulunabilir (Retamozo ve ark. 2012, Brito-Zerdn ve ark. 2016).
Farkli caligmalarda, bu otoantikorlarin pozitifliginin hastalik tanisindan yillar 6nce ortaya
ciktiklarmni, hastalik slresini uzattiklarin1 ve daha siddetli glandiler tutulumla neden
olduklarmi gostermistir. Anti-SSA/Ro antikorlar1 genellikle tek basma veya anti-SSB / La
ile birlikte saptanabilir (Quartuccio ve ark. 2015, Baer ve ark. 2014, Risselada ve ark. 2014).

2.5. Sjogren Sendromunun Ayirict Tanist

Sjogren sendromunun bir¢cok nedeni oldugu igin kesin tanis1 sadece Kkuruluk
semptomlartyla degil, ayn1 zamanda g6z ve agiz kurulugunun objektif testlerle ve

otoimmdinitenin analitik olarak 6lctilmesiyle konur (Baimpa 2009, Brito-Zeron 2007).

2.6. Sjogren Sendromunun Tani Kriterleri

Sjogren sendromu tanisinda en yaygm kullanilan tani Kriterleri Amerikan
Romatoloji Birligi (ACR)-2012 ile Amerika—Avrupa Uzlasma Grubu (ACR/EULAR)’ nun
2016 yilinda revize ettikleri tani1 kriterleridir (Vitali ve ark. 2002, Shiboski ve ark. 2017,
Shiboski ve ark. 2012).

Sjogren sendromu dislama Kriterleri de g6z 6niinde bulundurularak Cizelge 2.1°de
bulunan kriterlerden dort tanesinin var olusu (histoloji veya serolojide mutlaka bir pozitiflik
olacak sekilde) veya IlI; IV; V ve VI maddelerinden herhangi Gglnun pozitif olmasi
durumunda primer Sjogren sendromu tanisi konulmaktadir. Tani konulmus baska bir
romatizmal hastalik varliginda; I veya II numarali kriterlerin olmasi ve ek olarak III, IV, V
numarali Kriterlerden ikisinin varligi sekonder Sjogren sendromu tanisin1 koymaya yardimci

olur. Hepatit C enfeksiyonu, sarkoidoz, graft-versus- host hastaligi (GVHD) hastaligi varligi,
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lenfoma, akkizimmin yetmezlik sendromu (AIDS), bas veya boyuna radyoterapi
uygulanmasi, antikolinerjik ila¢ kullanilmas1 durumunda kriterler belirleyici degildir
(Shiboski ve ark. 2017, André ve Bdckle 2022).

Cizelge 2.1 Amerika —Avrupa Uzlasma Grubu tan1 kriterleri

Asagidaki sorulardan en az birine olumlu yanit:
Okduler belirtiler
1. En az (g aydir, ginlik, inate1, sikintili kuru gz sikayetiniz var mi1?
2. Gozlerde tekrarlayan kum kagmis hissi var mi?
3. GUnde en az 3 kez yapay gbzyasi kullaniyor musunuz?

Asagidaki sorulardan en az birine olumlu yamt:
Oral belirtiler
1. En az (¢ aydir, hergun olan agiz kurulugu hissi var mi?
2. Tekrarlayan ve inate1 tikirik bezi sisligi var m1?
3. Kuru gidalar yutarken sik sik siv1 tiiketmeniz gerekiyor mu?

G0z tutulumu nesnel kamti olarak asagidaki iki testten en az biri igin
pozitif sonu¢ bulunmasi:

Okduler belirtiler
1. Anestezi olmadan yapilan Schirmer testi sonucu, (5 dakika <5 mm)
2. Rose Bengal testi puan1 veya diger gz boya testleri skoru (>4 Van
Bijsterveld puanlama sistemine gore)

Mindr tikurik bezlerinde fokal lenfositik sialadenit, Fokus skoru
Histopatoloji >1 (fokus skoru= 4 mm2’lik glanduler dokuda minimum 50 mononukleer

hiicre birikimi bulunan odak sayzst.

(Deneyimli bir uzman tarafindan degerlendirilmeli)

Asagidaki testlerden en az 1 tanesi pozitif olmal

Takdrik

bezi Uyarilmamusg tokurik salgisi (<1,5 ml/15 dk)

tutulumu Parotis sialografisi ile diffiiz sialektazi (obstruksiyon olmadigi kanitlanir)
Parotis sintigrafisi (gecikmis uptake, azalmig konsantrasyon)

Otoantikorlar Asagidaki otoantikorlarin serumda pozitifligi

Serumda anti-Ro /SSA veya anti-La /SSB’nin biri veya her ikisinin pozitifligi
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Cizelge 2.2 Amerikan Romatoloji Birligi kriterleri

Obijektif Ozellikler

Asagidaki 6zelliklerden az 2’sinin bulunmasi;

1. Pozitif serum anti-SSA/Ro ve/veya anti-SSB/La veya pozitif romatoid
faktor ve ANA titresi>1:320

2. TukrUk bezi biyopsisinde fokal lenfositik siyaladenit saptanmasi.
Fokus skoru > 1 fokus/4 mm2

3. Okiler boyanma skorunun* > 3 olmasi (*Okuler boyanma skoru:
lizamin yesili ve floresan kullanilarak korneal ve konjonktival hasarin
saptandig1; RoseBengal, Schirmer ve goz yas1 kirllma zamam (BUT)
testlerinin alternatifi olarak gelistirilmis testtir.)

Dislanan Kosullar

Bas ve boyun bolgesine radyasyon almis olmak
Hepatit C enfeksiyonu

AIDS

Sarkoidoz

Amiloidoz

Graft-versus-host hastaligi (GVHD) hastaligt
IgG4-iliskili hastalik

Cizelge 2.3 ACR/EULAR Sjogren sendromu tani kriterleri -2016

kullanir misiniz?

Dahil Etme Kriterleri Dislama Kriterleri
e  Gozlerinizde yineleyen kum kagma hissi e Bas-Boyun radyasyonu
var mi1?
e  Giinde 3 kereden fazla yapay gz yast e Hepatit C enfeksiyonu
kullanir misiniz?
e Enaz 3aydir agiz kurulugunuz var mi? e AIDS
e  Kuru gidalar1 yutarken su icme e Sarkoidoz
gereksinimi olur mu?
¢ EULAR Sjogren Sendromu Hastalik e Amiloidoz

Aktivite Indeksi anketi sorularmdan en az
birinin pozitif olmasi

e  GoOzlerinizde yineleyen kum kagma hissi e  Greft versus host hastaligi
var mi1?
e  Giinde 3 kereden fazla yapay g6z yast e lg G4 iliskili hastalik
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Faktor Skor

e  Tukurdk bezi biyopsisi 3
Dudak tukriik bezi biopsisi focus skoru > 1 focus /4
mm?2 fokal lenfositik sialodenit

e Laboratuvar 3
Anti —SSA/Ro pozitifligi

e  Okdler boyanma skoru 1
Okuler boyama skoru > 5 (veya en az bir giinde Van
bijsterveld skoru > 4)

e Schirmer Testi 1
Schirmer test <5 mm /5 dk (en az bir g6zde)

o  Tukrik akim hizi 1
Stimile edilmemis tikrik akim hiz1 < 0,1 mL/dk

Ag1z veya g6z kuruluguna ait semptom ve bulgu var ise bu kriterlere bagvurulur. Skor 4 ve Uzeri ise Sjogren
sendromu olarak kabul edilir.

2.7. Sjogren Sendromunun Komplikasyonlari

Sjogren Sendromu genellikle agir ilerler. Tiikiiriik fonksiyonlarinda veya kuruluk
semptomlarinda ani degisiklikler goriilmez. Sjogren Sendromunda akciger tutulumlar1 ¢ok
sik goriiliir (Stojan ve ark. 2013). Genellikle iist solunum yollarmm kurumasi ile kronik
Oksurik gelisebilir (Yazisiz ve ark. 2010). Eforla nefes darlig1 ve az gorulsede akut pnémoni
ortaya ¢ikabilir. Solunum yollarinda kuruluk ve tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlarina

nedeniyle bronsiyolit hastaligi da olusur (Papiris ve Maniati 1999).

Sendromun ana komplikasyonu Hodgkin dis1 B hicreli lenfomadir. Lenfoma

gelisimi SS vakalarinda %5-7 olup genelde tanidan sonraki 10 yil iginde ortaya ¢ikabilir
(Saraux ve ark. 2016).

Sjogren Sendromu hastalarinda agiz ve gozlerde gesitli komplikasyonlar goralir. Bu
komplikasyonlardan bazilar1 bir anda ortaya ¢ikan dis ciirtigii, dis kaybi, bunlara bagl kilo
kaybi, oral mantar enfeksiyonu, gézde kornea erimesi, Ulseri, perforasyonu, gorme kaybi1 ve
bakteriyel konjonktivittir (Soto-Rojas ve Kraus 2002, André ve Bockle 2022).
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2.8. Sjogren Sendromunun Laboratuvar ve Gorunttleme Bulgular

Hastaligin tanis1 temelde klinik ve laboratuvar bulgularina dayanmaktadir. Agiz ve g6z
kurulugunun tespit edilmesinde; gbz yas1 miktar1 Schirmer ve Rose-Bengal testleri, tikarik
akimi uyarilarak ve/veya uyarilmadan sialometri yontemi kullanilir (Seror ve ark. 2011).
Parotis bezindeki degisiklikleri degerlendirmek igin ise sintigrafi, siyalografi ve
ultrasonografisi kullanilabilir. Min6r tukdrik bezi biyopsisi, hastalik siiphesi tasiyan
hastalarda tan1 koyma ve Sjogren olmayan kuru g6z hastalarini ayirt etmek i¢in 6nemli bir
testtir (Jonsson 2022).

Serolojik ve hematolojik analizlerle, SS’Iu hastalarin serumlarinda ANA (Antinukleer
antikor) pozitifligi, anti-Ro /SSA, anti-La /SSB, anti-asetilkolin, anti-alfafodrin, antikorlar1
ve romatoid faktor (RF) pozitifligi saptanabilir. Bununla birlikte pSS hastalarinda yaygin
olarak sitopeni, artmus eritrosit sedimantasyon, hafif anemi, lenfositopeni ve trombositopeni
gelisebilir (Ramos-Casals ve ark. 2008). Hastalarin yaklasik olarak %30 - %40°da
hipergammaglobulinemi gordlir. Sitopeni, immunolojik belirtecleri pozitif olan hastalarda
yaygmdir ve genellikle asemptomatiktir (Kassan ve Moutsopoulos 2004). pSS’li hastalarin
yaklasik %20 ‘sinde dolasan monoklonal immuinoglobulinler saptanabilir ve bunlarin iginde
en sik olarak monoklonal IgG tespit edilir (Fiche ve ark. 2017). Uygun klinik 6zellikleri
bulunan hastalara teshis koymak icin laboratuvar testlerinden yararlanilir ancak hig birisi tek
basina tan1 koymak i¢in yeterli degildir (Baimpa ve ark. 2009). Ayrica laboratuvar testleri
SS ile iliskili komplikasyonlarmn belirlenmesinde de kullanilabilmektedir (Ramos-Casals ve
ark. 2005).

2.9. Sjogren Sendromunun Tedavisi

Sjogren Sendromu icin 6zel bir tedavi yoktur. Hastalik durumu tedavi edilmemis agiz
ve goz kurulugundan, i¢ organlarda olusan bulgulardan ve lenfomadan kaynaklanir. Bu
yiizden tedavinin ana hedefleri bulgularin hafifletilmesini, komplikasyonlarin dnlenmesini,
dis salg1 bezlerinin belirtilerin tedavisini ve hastaligin seyri, yayginligi ve ciddiyetine bagl
immunosupresif tedavi (bagisiklik sisteminin baskilanmasini saglayan) igin hastalarin

secilmesini icerir (Ramos-Casals ve ark. 2020).
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2.10. Tleri Basamak Céziicui Lipid Mediyatérleri (SPMs)

2.10.1. leri Basamak Coziicii Lipid Mediyatérleri (SPMs) Tanim

Ileri basamak ¢oziicii lipid mediyatdrleri (SPMs), inflamasyon durumunda lokal
olarak ¢coklu doymamis esansiyel yag asitlerinden (omega-3 ve omega-6) enzimatik yollarla
sentezlenen anti-inflamatuvar etki gosteren lipid aganositleridir (Serhan 2014, Arita ve ark.
205).

2.10.2. Tleri Basamak Coziicii Lipid Mediyatérleri (SPMs) Ailesi

Lipoksinler (LX) ®-6 esansiyel yag asidinin metabolize olmasiyla aragidonik asit
(AA)’dan olusan inflamasyonun ¢oziinmesine aracilik eden tanimlanmis ilk lipid aracili
biyomolekiilerdir (Serhan 2005, Serhan ve ark. 1984). Yeni tanimlanmus, anti-inflamatuvar
ve gucli imminoresolvent etkileri olan SPM’ler, ®-3 yag asitlerinin metabolizi sonucu
olusan eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahekzaenoik asit (DHA)’ dan sentezlenirler.
EPA ve DHA, bu yapisal ve kimyasal olarak birbirinden farkli ¢6ziicii lipid araci ailesinin
biyosentezinden sorumludur. EPA’dan E-serisi ¢oziiciiler (ERv), DHA’ dan da D-serisi
¢oziiciiler, protektinler (PD) ve maresinler (MaR), enzimatik yollarla sentezlenirler. Kisa
sreli lokal etki gosteren bu lipid tirevi biyomolekdller, intraselltler ve ekstraselliler sinyal
yolaklarin1 aktive ederek inflamasyon ve hemostaz gibi biyolojik olaylarda rol oynarlar

(Serhan ve ark. 2015, Serhan ve ark. 2008).

Arasidonik Asit Eikosapentaenoik Asit  Dokosahekzaenoik Asit
(AA) (€PA) (DHA)
Prostoglandinler Lipoksinler Resolvinler Protektinler Resolvinler  Maresinler

Lokotrienler (E-serisi) (D-serisi)

Sekil 2.2 Esansiyel ¢oklu doymamis yag asitlerinden biyosentezlenmis ileri basamak ¢oziicii lipid
mediyator ailesi (Serhan ve ark. 2015) Tarafimizca tiirkgelestirilmistir.
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2.10.3. ileri Basamak Coziicii Lipid Mediyatérlerinin inflamasyonla Tliskisi

Inflamasyon, konagm hiicresel olaylara, patojenlere veya konak dokularm
yaralanmalara kars1 verdigi uyarici ve koruyucu bir biyolojik yanittir. (Kohli ve Levy 2009).
Akut inflamasyon, konak savunmasi ve doku homeostazini siirdiirmek i¢in vaskiilarize
dokularda meydana gelen fizyolojik yanittir. Akut inflamatuvar yanit koruyucu olmasina
ragmen, notrofiller tarafindan Uretilen ve inlamasyonun siddetlenmesine neden olan
molekdlerin, fagositoz yoluyla uzaklastirilamamasi, apoptotik inflamatuvar hicrelerin
temizlenememesi ve apoptozun gecikmesi, kronik ve patolojik lezyonu karakterize eder. Bu
durumda inflamasyon bdlgesi ¢oziilmez, birgok hastaliga ve doku yikimina yol agabilir
(Nathan 2002, Van Dyke ve Serhan 2003). Boylelikle notrofil aracili doku tahtibati ve
dokuyu homeostaza dondiirmede basarisizlik kronik inflamasyon ile sonuclanir (Van Dyke

2000, Bannenberg ve ark. 2005).

Lipid mediyatérler inflamasyonunun baslangicindan rezolusyona kadar vaskiler
yanitta ve lokosit trafiginde onemli role sahiptirler. ileri basamak ¢oziicti lipid mediyatorleri
olarak adlandirilan lipoksinler, resolvinler, protektinler ve maresinler kendi kendini
siirlandiran immun yanitta gegici olarak stereospesifik biyosentez yoluyla iiretililer (Levy
ve ark. 2001, Hong ve ark. 2003, Serhan 2007). SPM'nin genis anti-inflamatuvar etklieri
vardir. Ayrica hucrelerde, hem transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde etkileri vardir.

Bununla birlikte;

e Polimorfonukleer lokosit (PMN) infiltrasyonunu durdururarak; daha fazla
PMN alimini sinirlamak ve buna bagli olusan doku hasarint durdurmak i¢in
sinyal olarak gorev yaparlar.

e Iinflamasyon bdlgesine apoptotik PMN alimimni uyararak, hiicresel enkaz ve

bakterilerin makrofaj fagositozunu desteklerler.

e Inflamasyon stresini kisaltp, endojen rezolusyon programlarmni
etkinlestirirler (Serhan 2017, Serhan ve ark. 2000).
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2.10.4. leri Basamak Coziicii Lipid Mediyatérlerinin Etki Mekanizmasi

Innate immunity

Lipoxins,
Resolvins resolvins
Btarrler break, J. Chronic J. Organ
ISsue Injury W A s inflammation fibrosis
or trauma ! I Prostaglandins
[, ' T Leukotrienes
Microbes N {
x
'
& Wound
kN Acute inflammatory response 1emmeeececcmcencannenmmnsmmnnn- o > healing
1
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Sekil 2.3 Akut inflamatuvar yanitta ve inflamasyonun ¢6ziinmesinde ileri basamak ¢oziicii lipid
mediyatorleri (Serhan 2014).
Akut inflamasyon sirasinda, I6kositler dolasimdan hasarli bolgeye dogru go¢ ederler.

Prostoglandinler (PGE2 ve PGI2) ve Lokdtrien B4 notrofillerin dokuya gocuni uyarir (Flower
2006, Malawista ve ark. 2008). Néotrofil-monosit dizisinden kaynakli olarak
eikozonoidlerden ileri basamak ¢6zlcl lipid mediyatorleri Grinleri olusur. Olusan bu Grtnler
bdlgeye daha fazla 16kosit alimina ‘dur’ sinyalini verir ve akut inflamatuvar yanitin sonunu
baslatir (Serhan 2014). Lipoksinler ve resolvinler bélgeye monositlerin toplanmasini uyarir.
[leri basamak ¢oziicii lipid mediyatdrlerin etkisiyle, makrofajlar efferositoz denilen bir
prosesle apoptotik nétrofilleri temizler. Bu proses resolvin ve protektinler tarafindan uyarilir.
Tum bunlardan sonra homeostazi yeniden saglanabilir. Rezoliisyonun isaretleri pro-
inflamatuvar sitokinlerin ayrilmasi, notrofillerin epitalyal yiizeylerden temizlenmesi ve
inflamatuvar kalintilarm ve mikrobiyal ajanlarin ortadan kaldirilmasidir (Arita ve ark. 2005,
Serhan 2014). SPM’ler pro-inflamatuvar kimyasal mediyatorleri diizenler, inflamasyonunun
siddetini ve siiresini azaltir ve model organizmalarda doku onarmmini yara iyilesmesini ve
doku rejenerasyonunu saglarlar. SPM’ler efferositozisi arttirir, rezoliisyonun belirtilerini
uyarir ve adaptif immiin yanita sinyal gdnderler ayrica konak¢1 savunmasini bakteriyel ve
viral enfeksiyonlara kargi korur, agriy1 azaltip, yara iyilesmesini ve doku yenilenmesi
desteklerler (Serhan ve ark. 2008, Serhan ve Savill 2005) (Sekil 2.3).
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2.10.5. Tleri Basamak Coziicii Lipid Mediyatorleri (SPMs) Ailesi

2.10.5.1. Lipoksinler

Lipoksinler (LXAs; ve LXBg), akut inflamasyonun c¢ozilmesinde rol alan ve
tanimlanan ilk Ileri basamak ¢oziicii lipid aracillaridir (Godson ve ark. 2023). Lipoksinler,
inflamasyon sirasinda aragidonik asitten (AA) enzimatik olarak uretilirler (Das 2021).
Lipoksinler, karbon 15 pozisyonundaki LX epimerleri (15-epi-LX'ler), lipoksigenaz (5-LO)
enzim aktivitesiyle sentezlenirler. Stabil LX ve aspirinle tetiklenmis lipoksin (ATL)
analoglar1 ile yapilan ¢alismalarda, bu eikosanoid Urlnlerinin guc¢li anti-inflamatuvar

etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Romano 2010).

Inflamasyon sirasinda, konak savunmasmin ilk adimi olan notrofillerin
infiltrasyonunu saglayip, hiicrelere apoptoz sinyali génderirler. Coziinilirliigiin bir parcasi
olarak, LX makrofajlara bu hiicrelerin kalintilarmin temizlenmesini artrmak icin sinyal
gonderir (Godson 2023, Serhan 2007). LX, insan dokular1 ve hayvan hastaligi modellerinde
pikogramdan nanograma kadar olan miktarlarda olusan ve etki gésteren oldukca gucli anti-
inflamatuvar aracilardir. LX’ler, inflamasyon bdlgesine I6kosit alimini1 ve yapismasini
smirlamak i¢in belirli ¢oziicii etkilere sahiptir. Bunlar esas olarak lokosit aracili doku
hasarmi 6nlemek i¢in frenleme/durdurma sinyalleridir (Gobbetti ve ark. 1014, Serhanve

Samuelsson 1988)

2.10.5.2. Resolvinler

Resolvinler dokuda olusan inflamasyon sivisinin  ¢6zllme asamasinda
tanimlandiklarindan Resolvinler (Rv) veya ¢0zundrlik-faz etkilesim 0Ortnleri olarak
adlandirilmiglardir. Baslica omega-3 yag asitleri eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosaheksaenoik asitten (DHA) endojen olarak biyosentezlenen biyoaktif molekullerdir. E

(RVE) ve D serisi (RvD) resolvinler olarak iki gruba ayrilirlar (Serhan ve ark. 2002).
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Resolvinler ayrica aspirinle tetiklenen formlarint COX-2'ye bagl bir yolla veya mikrobiyal
sitokrom P450 yoluyla transseliiler olarak nétrofillerden biyosentezlenirler (Serhan ve ark.
2006). Ozellikle E serisi (RVE) Resolvinler; RVE1, RVE2, RVE3, D serisi (RvD) resolvinler;
RvD1, RvD2, RvD3, RvD4, RvD5, RvD6 olarak alt siniflara ayrilmislardir (Serhan ve Savill
2005).

Resolvin D, aspirinle tetiklenen (AT)-RvD ile RvE’nin stereokimyast ve giiclii
stereoselektif 6zellikleri oldugu belirlenmistir. Rv’ler, pro-inflamatuvar sitokinlerin
iretimini bloke ederek 16kosit trafigini diizenlerler (Sun ve ark. 2007). Ayrica giiclii anti-
inflamatuvar ve immiin duizenleyici eylemlere sahip oldugu belirlenmistir. Resolvinler PMN
infiltrasyonunu ve goci durdurur. Spesifik olarak E serisi resolvinler; notrofil ve makrofajlar
tarafindan fizyolojik hipokside sentezlenirler. Bu resolvin smifi yaslanmis eritrositlerin
(sRBC'ler) ve apoptotik notrofillerin eferositozunu uyarirlar. D serisi resolvinlerin ise gucli
organ koruyucu etkilerinin yani sira bakteri inflamasyonunda da etkli oldugu ve PMN aracili
reperfiizyon organ hasarindan korudugu belirlenmistir (Serhan 2017, Hong ve ark. 2003).

2.10.5.3. Maresinler

Maresinler (Maresin 1, Maresin2 (MCTR)), omega-3 yag asidi DHA’dan
lipoksijenasyon yoluyla makrofajlar tarafindan tretilir ve dokuda maresin aile Uyelerine
enzimatik olarak doniistiiriilen bir 13S,14S-epoksit-maresin ara maddesinden maresin
konjugatina donistiiriiliirler (MCTR) (Spite ve ark. 2014, Saito-Sasaki ve ark. 2022).

Maresinler inflamasyon durumunda anti-inflamatuvar etki gostererek lokositlerin
inflamasyon bdélgesine daha fazla alimini smirlarlar. Ayrica nétrofil infiltrasyonunu
engelleyip, mononiikleer hiicre salinimini uyardigi dogrulanmistir (Hwang ve ark. 2019).
Inflamasyon bolgesinde, makrofaj fagositozunu ve eferositozu artirarak rezoliisyonu
desteklerler. Pro-inflamatuvar (IL-1pB, IL-6 ve TNF alfa gibi) sitokin salinimimiazaltip ve
doku yenilenmesini desteklerler (Saito-Sasaki ve ark. 2022, Bi ve ark. 2019). Ayrica
transkripsiyon faktorii olan nukleer faktor kappa B (NF- kB) diizenlerler (Wang ve ark.
2020).
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2.10.5.4. Protektinler

Inflamatuvar eksiidalarin ¢6ziilmesi sirasnda DHA'dan lipoksigenaz enzim aktivitesi
yoluyla Protektin D1/ Noroprotektin D1 (PD1/NPD1) biyosentezlenir. PD1/NPD1
insanlarda bagisiklik hiicrelerinde, beyin dokularinda ve murin eksiidalarinda 15-LOXenzim
aktivitesiyle baslatilan bir mekanizma ile 16S, 17S-epoksit ara trtinline doniistiiriiliir. Bu ara
iriin enzimatik hidroliz aracilifiyla PDl'e doniistiiriiliir. NPD1/PD1, giiglii anti-
inflamatuvar ve modulator eylemlere sahip olan, stereokimyasal olarak tanimlanmis bir
10,17- dihidroksidokosaheksaenoik asit (10,17- diHDHA) molekiliiddr (Tsai ve ark. 2021).

[lk olarak insan retinal pigment epitel hiicrelerinde kendini gdsteren biyoaktivitesinin
yani sira, noral ve noral ektoderm hiicreleri tarafindan spesitik olarak biyosentezlendigi ve
giiclii koruyucu etkileri oldugu i¢cin ‘ndéro’ 6neki alarak noéroprotektin (NPD1) olarak da
adlandirilir. Hem noral hem de bagisiklik sistemlerinde aktif olarak sentezlenen NPD1/PD1

lokal koruyucu etki gosterir (Petasis ve ark. 2012, Bazan 2009).

Omega-3 Kuyrugu
2

110
Dokosaheksanoik Asit (DHA)

l Lipoksijenasyon

17S-HpDHA

l Epoksidasyon

16, 17 S-DHA Epoksid

Sekil.2.4 Protektin D1/ Noroprotektin D1 biyosentezi (Bazan 2009). Tarafimizca
Tiirkcelestirilmistir.
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Dokosaheksaenoil zinciri igeren bir membran fosfolipidi, fosfolipaz A. (PLA2)
enzimiyle hidroliz edilerek serbest (esterlesmemis) DHA Uretilir. Lipooksijenasyonun
ardindan epoksidasyon ve hidroliz gergekleserek NPD1 olusur (Sekil 2.4) (Bazan 2009).

Farkli hastalik modellerinde, insan ve hayvan deneylerinde PD1’in etkileri

arastirtlmig ve asagidaki etkilerinin oldugu da belirlenmistir.

e Doku ve yara iyilesmesini hizlandirir ve glgli koruyucu etklileri vardir.

e Lokosit infiltrasyonunu diizenler.

e Anti-inflamatuvar etkiler gostererek, nétrofil ve T hicre infiltrasyonunu diizenler
(Ariel ve ark.2005).

e Makrofaj fagositozunu artirarak efferositozdan sonra enflamasyon bdlgesinden
lenfatik sisteme gecisleri artirarak inflamasyonun kisa siirede ¢ozulmesini
destekler.

e Kornea sinir bolgesini korur ve ndral hiicre sagkalimmni arttirir (Cortina ve ark.
2013).

e Beyni ve retinay1 hiicre hasarma bagl oksidatif strese karsi korur (Marcheselli ve
ark. 2010).

e Retina ve beyin gibi dokularda glcli koruyucu etkileri gozlemlenmistir
(Kenchegowda ve ark 2013).

e Ayrica agriy1 azaltir.

e Cocuklarda kemik hasarin1 azaltirlar.

e |L-6 ve TNF-alfa gibi pro-inflamatuvar sitokin salinimini diizenler.

e Doku yenilenmesini destekler.

e Pro-inflamatuvar gen ekspresyonunu down regiile eder.

e Homeostazi destekler.

e Virls ve bakteri replikasyonunu durdurur (Chen ve ark. 2009, Serhan ve ark.
2006).

2.11. Sjogren Sendromu ve Oksidatif Stres iliskisi

Vicuttaki metabolik olaylar, reaktif oksijen turleri (ROS) veya oksidanlar olarak

adlandirilan reaktif metabolitler ve serbest radikallerin tretimine neden olur. Olusan bu

23



urlnlere kars: antioksidanlar (redoks durumu) olarak adlandirilan koruyucu mekanizmalar
devreye girer (Van ve ark 2019). Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik
oksidatif stres olarak tanimlanir. ROS’un diisiik konsantrasyonu hiicre homeostazinda
kritik bir role sahiptir. Ancak asir1 ROS iiretimi oksidatif strese neden olur. Bu durum
hiicrelerin islev bozukluguna, lipid ve protein peroksidasyonuna, DNA hasarma neden
olur. Sonug olarak geri déniisiimsiiz hiicre hasar1 ve hiicre 6limiine yol acar (Ozcan ve ark.
2015).

Serbest radikaller elektron sayilar1 eksik olan ve bu nedenle kararsiz durumda olan
molekillerdir. Bu durum serbest radikallerin diger molekillerle kolayca reaksiyona
girmesine neden olur (Reuter ve ark. 2010). Oksidatif stres bu serbest radikallere karsi
stipiiriicii etkiye sahip olan antioksidanlar arasinda dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikar.
Denge saglandiginda viicudunuz hastalik yapict maddeler olarak nitelendirdigimiz
patojenlere kars1 korunur. Vicut fonksiyonlarinizin devami ve oksidatif hasara karsi
korunmasi i¢in antioksidanlar biiyilk 6neme sahiptir. Antioksidanlar serbest radikallere
elektron vererek serbest radikallerin kararsiz yapilarini 6nler (Jabs 1999). Oksidatif stres
vicudumuzdaki oksidan seviyesinin antioksidan seviyesinden yiiksek oldugu durumlarda
ortaya ¢ikar. Bu durum hiicresel bozukluklar ile inflamasyon basta olmak tizere birgok
olumsuz durumu beraberinde getirir. Boylece serbest radikallerin stabilize olmasina ve
vilcutta olusabilecek oksidasyona engel olur (Jones 2008, Durackova 2010).

Malondialdehid, coklu doymamis yag asidi (PUFA) peroksidasyonu ve aragidonik
asit (AA) metabolizmasinin yan {iriinii olarak tretilir. MDA, bu peroksidasyon sirasinda
olusan oldukca reaktif, (ic karbonlu bir dialdehittir (Roede ve ark. 2010).

Malondialdehid hiicre membran gecirgenligini arttirarak membran iyon alisverisine
etki eder ve hiicre i¢i iyon dengesini bozar. Boylelikle enzim aktivitesinin bozulmasina,
DNA yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu bilinmektedir (Wang ve ark
2022). Daha ¢ok enol formunda bulunan MDA oksidatif stres icin biyolojik bir belirtectir.
Inflamasyon ve gevresel uyaranlarin neden oldugu oksidatif stres sirasinda, ROS, membran
lipidlerinin  peroksidasyonunu tetikleyerek MDA olusumuna neden olur. Bu
metabolitlerden olusan MDA, peroksidasyonun siddetini belirler (Jerénimo ve Alves2022).
Malondialdehid, en ¢ok linoleik asit, arasidonik asit, dokosahekzaenoik asit gibi ikiden
fazla cift bagi olan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusur, fakat bazen

eikazonoidlerin enzimatik metabolizmasi sirasinda da ortaya ¢ikabilir (Marnett 2002).
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Enfeksiyon durumu veya otoimmiln hastaliklara bagl olarak gelisen kronik
inflamasyon, redoks dengesini bozabilir. pSS’deki gibi pro-inflamatuvar otoimmiin
hastaliklarda (SLE, romatoid artrit (RA), multipl skleroz vb.) uzun sureli ve artmis oksidatif
stres durumu bildirilmistir (Miyata ve ark. 1998, Janero 1990). Inflamatuvar siirecin artmasi
reaktif oksijen radikallerinin de artmasma neden olur (Mukhopadhyay ve ark. 2007).
Ozellikle kronik inflamasyon esnasindaki oksidatif stres, temelde aktif fagositlerce iiretilen
ROS'tan kaynaklanmaktadir (Y1lmaz ve ark. 2021). Sjogren Sendromundaki oksidatif stresin
salg1 bezlerin yikimini arttirdig diisiiniilmektedir. Bu nedenle SS patofizyolojinde oksidatif

stresin etkin bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Wakamatsu ve ark. 2013).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamiza Hatay Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
I¢ Hastahiklar1 (Romatoloji) Klinigi'ne, pSS tanisiyla bagvuran hastalar ile bunlarla yas ve
cinsiyet uyumlu saglikli bireyler dahil edildi. Mevcut ¢alisma icin iki grup olusturuldu.
Birinci gruba kalp hastaligi, diyabet, hipertansiyon, romatolojik hastalik, norolojik hastalik
gibi kronik hastaliklar1 olmayan, aktif’/kronik enfeksiyonu bulunmayan pSS tanisiyla takip
edilen 45 hasta, ikinci gruba ise 29 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Calismaya
18 yas alt1 ve gebe hastalar dahil edilmedi.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calismaya dahil edilen tim bireyler calismanin igerigi ile ilgili yazili ve s6zIu olarak
bilgilendirildi ve katilimcilardan aydinlatilmis onam formu alindi.

Calismaya Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurul’undan 20.01.2022 tarih ve 18 numarali karar ile etik onay

alinarak baslanildi.

3.3. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Caligmaya katilan tiim kisilerden jelli sar1 kapakli biyokimya tlplerine 8 mL kan
ornegi alindi. Alman kanlar pihtilasma igin 20 dakika bekletildikten sonra 4000
devir/dakika’da 10 dakika sireyle santrifilj edildi ve siipernatanlar1 ayrilip eppendorf tlplere
aktarilarak analizler i¢in ¢alisma giiniine kadar -80 °C’ de saklandi. Hastalardan poliklinik
muayenesi swrasinda istenen otoantikorlar SSA, SSB ve hemogram degerleri ile yas ve
cinsiyet gibi demografik verilerle birlikte hastalara ait klinik bilgiler hastane bilgi yénetim

sistemi (HBYYS) {izerinden kayit alta alind1.
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3.4. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kullanilan malzemeler; numunelerin alinmasi igin jelli biyokimya tuptu (BD
Vacutainer SST Il Advance); kullanilan cihazlar; numunelerden serum eldesi i¢in sogutmali
santrifij (Thermo Scientific SL 16 R, UK), serum 0&rneklerinin eppendorflara
porsiyonlanmasi i¢in i¢in kalibre edilmis otomatik pipet (Axygen, single-channel digital
pipettor, Warszawa, POLAND), serum 6rneklerinin saklanmasi i¢in derin dondurucu (New
Brunswick Scientific U570) kullanildi. ELISA yonteminde spektrofotometrik dl¢iim igin
Thermo Fisher Scientific/Multiskan Go (Finland) cihazi, mikroplaka yikamasi igin
mikroplaka yikayici (Thermo Scientific Wellwash Cat No: 5165000) kullanildi. TAS ve
TOS 6l¢imii igin igin otoanalizér (Advia 2400, Siemens Healthineers, Almanya), hemogram
parametrelerin 6l¢limii icin Mindray BC6800 hemogram cihazi (Shenzen, Cin) kullanildi.

Ayrica serum otoantikor duizeyleri 6lgtimu igin mikroelisa analizori (Allegria) kullanildi.

3.5. Numunelerin Cahsilmasi

3.5.1 Hemogram Parametrelerin Olgiimii

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 T1bbi Biyokimya

Birimi’nde bulunan BC-6800 cihazinda (Mindray, Cin) hemogram parametreleri galisildi.

3.5.2. Serum Total Antioksidan Status (TAS) Olgiimii

Serum TAS o6lgimi Erel tarafindan gelistirilen REL ASSAY marka kit (Lot:
MS22128A) ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Tibbi
Biyokimya biriminde bulunan otoanalizérde (Advia 2400, Siemens Healthineers, Almanya)
kolorimetrik yontemle dlculdi. 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) reaktifi
tampon ¢ozelti varliginda ortamin pH degerini sabit tutarak hidrojen peroksit ile radikal hale

getirilir. Radikal katyonunun olusturdugu karakteristik renk (koyu yesil-lacivert arasi bir
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renk) ortama ilave edilen numunedeki antioksidanlarin mevcut ABTS radikallerini nétralize
etmesiyle agilmaktadir. Dolayisiyla serumda bulunan total antioksidan miktari ile ¢ozeltinin
renk siddeti orantilidir (Erel 2004).

TAS mmol Trolox/L olarak ifade edildi.

3.5.3. Serum Total Oksidan Status (TOS) Ol¢iimii

Serum TOS olgumi Erel tarafindan gelistirilen REL ASSAY marka kit (Lot:
MS221420) ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Tibbi
Biyokimya biriminde bulunan otoanalizérde (Advia 2400, Siemens Healthineers, Almanya)
kolorimetrik yontemle 6lculdu. Ornekteki oksidatif turler Fe2SO4 bilesigini suda ¢ozdigiinde
Fe?" agiga cikarir. Serumda mevcut oksidanlar Fe?* *nin Fe3* ‘e yiikseltgenmesini saglar.
Ferik iyonu asidik ortamda X-orange reaktifi ile renkli, kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak dl¢tilen rengin siddeti drnekte bulunan oksidan molekullerin total
miktari ile orantilidir (Erel 2005).

TOS pmol H202 /L olarak ifade edildi.

3.5.4. Oksidatif Stres indeksinin Hesaplanmasi
Oksidatif yukiin gostergesi olan oksidatif stres indeksi (OSI) asagidaki formiile gore

hesaplandu.

Oksidatif stres indeksi= (TOS (umol H202 /L) / (TAS (mmol Trolox/L)*100)
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3.6. ELISA Yontemi ile Olglilen Parametreler

Elde edilen serum 6rnekleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya A.B.D. ELISA Laboratuvarr’nda sandvi¢ ELISA yontemiyle calisildi.

3.6.1. Serum Protektin D1 Ol¢iimi

Protektin D1 tayini i¢in sandvi¢ ELISA ydntemi ile ¢alisan (BT LAB, Human
Protectin D1 ELISA Kit, Cat. No: E4789Hu) ticari kit kullanildi. Optik dansite 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6lculdi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi. Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi. Analiz araligi1 0,05-10 ng/mL
ve hassasiyet 0,019 ng/mL’dir. Presizyon, intra-assay CV< % 8 ve inter-assay i¢in CV< %
10°dur.

3.6.2. Serum Tumor Nekroz Faktori-Alfa Olgimi

Tiimdr nekroz faktorii alfa tayini icin sandvig ELISA ydntemi ile ¢alisan (BT LAB,
Human Tumor necrosis factor o ELISA Kit, Cat. No: E0082Hu) ticari kit kullanildi. Optik
dansite 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lctildi. Konsantrasyonlar 4P-logic
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonug ng/L olarak ifade edildi. Analiz aralig1 3-
900 ng/L ve hassasiyet 1,52 ng/L’dir. Presizyon, intra-assay CV< % 8 ve inter-assay igin
CV< % 10°dur.

3.6.3. Serum Interlékin-6 Olciimii

Interlokin-6 tayini icin sandvic ELISA yontemi ile calisan (BT LAB, Human
Interleukin 6 ELISA Kit, Cat. No: EO090Hu) ticari kit kullan1ld1. Optik dansite 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢uldu. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon
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egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonug ng/L olarak ifade edildi. Analiz aralig1 2-600 ng/L ve
hassasiyet 1,03 ng/L’dir. Presizyon, intra-assay CV< % 8 ve inter-assay i¢in CV< % 10°dur.

3.7. Malondialdehid Miktarimin UV Spektrofotometre ile Tayini

Malondialdehid tayini Hammode ve Arkadaslari’nin modifiye ettigi, ¢ift kaynatma
esasina dayali yontem ile calisildi ilk kaynatmada proteinlere bagh olan MDA’nin
serbestlesmesi igin proteinler ¢oktiiriiliir; ikinci kaynatmada total MDA, tiobarbiturik asit
(TBA) ile sicak ve asidik ortamda reaksiyona girer ve renkli kompleks olusturur. TBA-
MDA’nin olusturdugu (Sekil 4) renkli kompleks, 532 nm dalga boyunda MDA

konsantrasyonuyla dogru orantili olarak absorbans verir.

\]/ 0OH CHO SYN OH HO /N\l/SH
+ CH: e I + 21,0
N S N 2
c—g=c” N
H H B
oH OH

TBA MDA

MDA - TBA Komplelsi (renkli firiin)

Sekil:3.1 MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapisi
(Grotto ve ark. 2009) tarafimizca Tiirkgelestirilmistir.

Kullanilan reaktifler:

TCA’ nin hazirlanmasi

10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) alind1 100 mL distile suya tamamlandi.

TBA’nmin hazirlanmasi

0,675g %0,675’lik tiobarbitdrik asit (TBA) alindi 100 mL distile suya tamamlandi.

Cahsma protokolu
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MDA tayini yapmadan 6nce vidali cam tiiplere grup isimleri ve numaralar1 yazildi;
tiipler 90 °C benmaride 15 dakika inkiibasyona maruz kalacagi i¢in yazilar su buhari
nedeniyle silinmeyecek sekilde yazildi.

1. MDA tayini igin kor tipline 500 pL distile su, numune tiipiine ise 500 pL. numune
(serum) eklendi.

2. Daha sonra her bir numunenin izerine 6nceden hazirlanmis olan TCA ¢6zeltisinden
2500 pL eklendi ve vortekslendi. Vorteksin ardindan hemen agz1 vidalandi ve daha once
hazirlanmig 90°C benmariye yerlestirilerek, 15 dakika inktibasyon yapildi.

3. Inkiibasyonun ardindan tiipler soguk suyla sogutuldu. Tiipler soguduktan sonra
kapaklar ¢ikartilarak; tiiplerin agz1 parafilmlenerek 3000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifij
edildi.

4. Santriflij asamas1 bittikten hemen sonra tiipler sarsilmayacak sekilde c¢ikartilip
parafilmler agild1.

5. Daha sonra herbir numune i¢in 6nceden hazirlanmis diger vidal tiiplere extrakt
edilmis tlplerden ¢okelege dokunmadan siipernatan kismimdan 2 mL pipetlenip aktarildi.

6.Daha sonra koér ve numune tiiplerine 1’er mL 6nceden hazirlanmis olan TBA’dan
eklendi.

7. Eklemeden sonra tiim tiipler hizlica vortekslenip tekrar 90 °C benmaride 15 dakika
inkiibe edildi, inkiibasyon esnasinda numunelerin hafif turuncu; inkiibasyon sonunda ise
yavruagzi rengine dondiigii izlendi. Ardindan tiipler benmariden ¢ikartilip sogutuldu, Son
olarak spektrofotometre ile 532 nm dalga boyunda fotometrik 6lcim yapildi. Kdrden
baslamak suretiyle yapilan 0&lcimde korin absorbansi — sifirlanip  kor  tlpl
spektrofotometreden ¢ikarildi ve diger tiiplere sirasiyla fotometrik Sl¢im yapildi, ¢ikan

absorbans degerleri kaydedildi.

10 mL’lik vidali-kap Kor tlpu Numune tlpu
cam tlp

%10’luk TCA (mL) 2500 pL 2500 pL
Numune (mL) - 500 uL
Serum

Distile su (mL) 500 puL -
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3-5 sn vortekslendi. Tpln agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika benmaride inkulbe
edilir. Soguk ¢esme suyu ile sogutulur. 3000xg’de 10 dakika santrifuj edildi (sipernatan).

10 mL’lik vidali-kap | KOr tipu Numue tlpu
cam tup

Slpernatan (mL) 2000 pL 2000 puL
%0.675°lik TBA (mL) |1000 pL 1000 pL

Vortekslendi. Tupilin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika tekrar benmaride inkiibe

edilir. Soguk ¢esme suyu ile sogutulur. 532 nm’de kore karsi okundu.

Hesaplama: TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1.56x105 cm™

M) yararlanilarak nmol / mL cinsinden MDA degerleri hesapland.

R20,991
y =0,0140291x + 0,0991072

Signal

0 30 60 a0 120 150

Conc.[nmol/mL]
Grafik 1: MDA standart grafigi. Deneyin standart grafigi, 2 adet MDA molekiiliiniin
birlesmesinden  olusan  1,1,3,3-tetramethoxypropane ile  hazirlandi. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar numuneler ile ayni sartlarda c¢alisildi ve
spektrofotometrede okunmalarindan elde edilen birimler (arbitrary unit) ile standart grafigi
cizildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak MDA miktar1 mL

basina nmol olarak hesaplandi.
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3.8. istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen veriler SPSS (Sosyal Bilimler igin Istatistik Paket
Programi) versiyon 22.0 (IBM, Armonk, NY, USA) ile yapildi. Surekli degiskenler ortalama
(Ort), £ standart sapma (Ss); kategorik veriler say1 ve ylzde seklinde ifade edildi. Kategorik
verilerin karsilastirmalart Ki-Kare Testi ile yapildi. Slrekli degiskenlerin normallik
analizleri Shapiro-Wilk Testi ile yapildi. Normal dagilima uyan gruplar arasindaki
karsilagtirmalar icin Mann Whitney U Testi, uymayanlar i¢in student-t testi kullanildi.
Degiskenler arasindaki dogrusal iliski Spearman ve Pearson Korelasyon Testi ile analiz
edildi. pSS hastalari igin bagimsiz risk faktdrlerinin belirlenmesi ve OSI ile PD1 i¢in Odds
ratio (OR; %95 CI) hesaplanmasi amaciyla binary lojistik regresyon analizi yapildi.
Modelede yas, cinsiyet ve hemoglobin degerlerine gore ayarlama yapildiktan sonra Odds
ratio sunuldu. pSS hastalarinda kesim noktasi belirlemeye yonelik olarak TAS, TOS, OSI,
PD1, MDA ve I6kosit parametrelerinde Alic1 Isletim Karakteristigi (Receiver Operating
Characteristic, ROC) analizi uygulanarak egri altindaki alan, duyarhilik ve 6zgulluk degerleri
hesaplandi. EAA’nin 0.800'den fazla olmasi, pSS’yi miitkemmel 6zgiilliik ve duyarhlikla
teshis etme yetenegine sahip olarak kabul edildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak

ele alind1.

33



4. BULGULAR

4.1. Cahsma Gruplaria Ait Demografik Veriler

Calisma gruplarma ait demografik veriler cizelge 4.1’de gosterilmistir. Yas
araliklarinin dagilimi her iki grupta da 33-63 yas araliginda degismektedir. Kontrolgrubunun
yas ortalamasi 50 (43-57) yil, pSS hasta grubunun yas ortalamasi 51 (44-57) yil olarak
saptanmustir (p>0,05). Calismaya dahil edilen kontrol ve hasta gruplar1 arasinda cinsiyet ve

yas bakimindan istatistiksel anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p >0,05).

Cizelge 4.1 Calisma gruplarina ait demografik veriler

Parametre Kontrol grubu pSS hasta grubu p degeri
n=29 n=45
Yas (y1l) 50 (43-57) 51 (44-57) >0,05
Cinsiyet (K/E) 28/1 43/2 >0,05

pSS: Primer Sjogren Sendromu, K: Kadin, E: Erkek. Ki-Kare Testi ile yapildi.

4.2. Calisma Gruplarina Ait Hemogram Test Sonuclar

Calisma gruplarina ait hemogram test sonuglari ¢izelge 4.2°de gosterilmistir. Lokosit
ve Lenfosit sayis1 kontrol grubunda hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi
(p= 0,036, p=0,031). Trombosit sayisi, kontrol ve hasta gruplar1 arasinda anlaml1 bir fark
gbstermemistir. Hemoglobin konsantrasyonu hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli

derecede diisiik bulunmustur (p=0,02).

Cizelge 4.2. Calisma gruplarina ait hemogram test sonuglart

Parametre Kontrol grubu pSS hasta grubu p degeri
(Ort£Ss), n=29 (Ort£Ss), n=45
Lokosit (1073/ uL) 7,32+1,54 6,51+1,63 0,036
Lenfosit (10°3/ uL) 2,28+0,47 1,99+0,32 0,031
Trombosit (1073/ uL) 263,6£57,7 273,04+85,9 0,605
Hemoglobin (g/dL) 13,51+1,61 12,67+1,43 0,02

pSS: Primer Sjogren Sendromu. Normal dagilima uyan gruplar arasindaki karsilagtirmalar icin Mann Whitney
U Testi, uymayanlar icin student-t testi kullanild.
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4.3. Primer Sjogren Sendromu Hastalarma Ait Klinikve Laboratuvar Verileri

Primer Sjogren sendromu hastalarma ait klinik ve laboratuvar verileri ¢izelge 4.3’te
gosterilmistir. pSS tanisiyla takip edilen hastalarda ANA pozitifligi oran1 %89, SSA
pozitifligi %58, SSB pozitifligi %51, RF pozitifligi %45, Biyopsi pozitifligi %56, Sikka
%100, Parotit %25, Artrit %87 olarak belirlendi. Ayrica ¢aligmaya eklenen pSS hastalar1
hidroksiklorokin/non-steroidal anti-inflamatuvar ilag tedavisi kullanmaktaydi.

Cizelge 4.3 Primer Sjogren sendromu hastalarina ait klinik ve laboratuvar verileri

Parametre pSS hasta grubu (n=45,%0)
ANA pozitifligi 40, %89
SSA pozitifligi 26, %58
SSB pozitifligi 23, %51
RF pozitifligi 20, %45
Biyopsi pozitifligi 25, %56
Sikka 45, %100
Parotit 11, %25
Artrit 39, %87

pSS: Primer Sjogren Sendromu, ANA: Anti Nulkleer Antikor, SSA: Sjogren Sendromu Iliskili Antijen A SSB:
Sjogren Sendromu Tliskili Antijen B, RF: Romatoid Fakto., Ki-Kare Testi ile yapildi.

4.4. Cahsma Gruplarina Ait ELISA Test Sonuglan

Calisma gruplarina ait ELISA test sonuglar1 gizelge 4.4’te verilmistir. TNF-alfa ve
IL-6 dlzeyleri pSS hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiksek
bulunmustur (p=0,028, p=0,034). Diger yandan Protektin D1 dizeyleri ise pSS hasta

grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu. (p<0,001).

Cizelge 4.4. Calisma gruplarma ait ELISA test sonuglari

Parametre Kontrol grubu pSS hasta grubu p degeri
n=29 n=45
TNF-alfa(ng/mL) 55,25+ 24,75 75,89+56,28 0,028

(Ort+Ss)

IL-6(ng/L) 66,25+29,33 112,15+71,25 0,034
(Ort+Ss)

Protektin 2,70 (1,69-4,47) 1,26 (1,15-1,46) <0,001

D1(ng/mL)

Ortanca (min-max)
pSS: Primer Sjogren Sendromu, TNF-alfa: Timor nekroz faktor-alfa, IL-6: Interlokin-6. Normal dagilima uyan
gruplar arasindaki karsilagtirmalari icin Mann Whitney U Testi, uymayanlar icin student-t testi kullanildi.
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4.5. Calisma Gruplarina Ait Oksidatif Stres Parametrelerinin Sonuglari

Calisma gruplarina ait oksidatif stres parametrelerinin sonuglar1 gizelge 4.5’te
gosterilmistir. TAS diizeyi kontrol grubunda pSS hasta grubuna gore anlamli derecede
yiiksek iken MDA, TOS ve OSI diizeyleri saglikl1 bireylerde pSS hasta grubuna gére anlaml

olarak diisiik bulundu.

Cizelge 4.5. Caligma gruplarina ait oksidatif stres parametrelerinin sonuglar

Parametre Kontrol grubu pSS hasta grubu p degeri
n=29 n=45
MDA (nmol/mL) 0,44 (0,38-0,52) 3,00 (1,54-3,00) <0,001
Ortanca (min-max)
TAS (mmol Trolox/L ) 1,32 (1,18-1,45) 0,80 (0,70-1,05) <0,001
Ortanca (min-max)
TOS (umol H20-/L) 4,96 (4,11-6,42) 6,75 (5,66-7,91) <0,001
Ortanca (min-max)
Osi 0,43 +0,20 0,91+0,39 <0,001
(Ort£Ss)

pSS: Primer Sjogren Sendromu, MDA: Malondialdehid, TAS: Total Antioksidan Status, TOS: Total Oksidan
Status, OSI: Oksidatif Stres Indeksi. Normal dagilima uyan gruplar arasindaki karsilastirmalari i¢in Mann
Whitney U Testi, uymayanlar icin student-t testi kullanildi.

4.6. Calisma Gruplarina Ait Demografik Veriler ve Hemogram Verileri ile ELISA

Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplarma ait demografik veriler ve hemogram verileri ile ELISA
parametreleri arasindaki korelasyon analizleri gizelge 4.6°da gosterilmistir. Calismamiza ait
gruplarda IL-6 diizeyleri ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli zayif diizeyde negatif
yonde korelasyon oldugu goriildii. Ayrica PD1 diizeyleri ile yas arasinda istatistiksel olarak
anlamli orta diizeyde negatif yonde korelasyon, PD1 ile hemoglobin ve I6kosit dizeyleri

arasinda ise zayif dlizeyde pozitif yonde korelasyon oldugu goruldd.
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Cizelge 4.6 Calisma gruplarina ait demografik veriler, hemogram verileri ile ELISA parametreleri arasindaki
korelasyon analizleri

IL-6 TNF-alfa  Protektin D1
Yas r -0,344** -0,128 -0,561**
p 0,004 0,286 <0,001
Tam sUresi r -0,13 0,147 -0,095
p 0,423 0,354 0,546
Hemaoglobin r 0,133 0,006 0,254*
p 0,274 0,962 0,032
Platelet r 0,105 -0,117 0,008
p 0,389 0,333 0,949
Lokosit r 0,129 0,001 0,245*
p 0,289 0,993 0,038
Lenfosit r 0,153 -0,125 0,06
p 0,208 0,3 0,616

IL-6: interlokin 6, TNF-alfa: TUumor nekroz faktor-alfa. Spearman korelasyon analizi **Korelasyon 0,01
dizeyinde anlamlidir. *Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir.

4.7. Cahsma Gruplarinda ELISA Parametreleri ile Oksidatif Stres Parametreleri

Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplarinda ELISA parametreleri ile oksidatif stres parametreleri arasindaki
korelasyon analizleri ¢izelge 4.7°de verilmistir. Hasta gruplarina ait PD1 seviyeleri ile TAS
arasinda yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon oldugu bununla birlikte OSI ve MDA

diizeyleri arasinda yiksek duzeyde negatif yonde korelasyon oldugu goraldu.

Cizelge 4.7 Calisma gruplarinda ELISA parametreleri ile oksidatif stres parametreleri

arasindaki korelasyon analizleri

TAS TOS osi MDA
IL-6(ng/L) r 0,165 -0,107 -0,15 -0,233
p 0,176 0,383 0,218 0,075
TNF-alfa(ng/mL) r 0,074 0,034 -0,023 0,089
p 0,539 0,78 0,847 0,494

ProtektinD1(ng/mL) r 0,361** -0,217 -0,362** -0,416**
p 0,002 0,069 0,002 0,001

IL-6: interlokin 6, TNF-alfa: Timor nekroz faktor-alfa, MDA: Malondialdehid, TAS: Total Antioksidan Status,
TOS: Total Oksidan Status, OSIi: Oksidatif Stres Indeksi. Spearman korelasyon analizi **Korelasyon 0,01
dlizeyinde anlamlidir. *Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir.

37



4.8. Cahsma Gruplarinda Demografik Veriler ve Hemogram Verileri ile
Oksidatif Stres Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplarinda demografik veriler ve hemogram verileri ile oksidatif stres
parametreleri arasindaki korelasyon analizleri cizelge 4.8’de gosterilmistir. Hasta
gruplarinda TAS diizeyleri ile yas arasinda orta diizeyde negatif yonde korelasyon, OSI ve
MDA dizeyleri ile yas arasinda ise orta diizeyde negatif yonde korelasyon oldugu goriildii.
TAS diizeyleri ile hemoglobin ve 16kosit diizeyleri arasinda zayif diizeyde pozitif yonde
korelasyon oldugu goriildii. Ayrica lenfosit diizeyleri ile TOS ve OSI diizeyleri arasinda
zayif diizeyde negatif yonde korelasyon oldugu belirlendi.

Cizelge 4.8 Calisma gruplarinda demografik veriler ve hemogram verileri ile oksidatif stres
parametreleri arasindaki korelasyon analizleri

TAS TOS OSi MDA

Yas r -0,471** 0,216 0,439** 0,406**

P <0,001 0,066 <0,001 0,001

Tam Siiresi r 0,138 -0,095 -0,088 -0,115
p 0,367 0,541 0,563 0,475

Hemaoglobin r 0,335** -0,04 -0,108 -0,135
p 0,003 0,736 0,36 0,286

Platelet r -0,008 0,002 -0,074 -0,015
p 0,944 0,987 0,529 0,904

Lokosit r 0,266* -0,143 -0,22 -0,162

p 0,022 0,226 0,06 0,201

Lenfosit r 0,148 -0,285* -0,271* -0,104

p 0,207 0,015 0,02 0,412

MDA: Malondialdehid, TAS: Total Antioksidan Status, TOS: Total Oksidan Status, OSI: Oksidatif Stres
Indeksi. Spearman korelasyon analizi **Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir. *Korelasyon 0,05 diizeyinde
anlamlidir.

4.9. Cahsma Gruplarma Ait Regresyon Analizi

Caligma gruplarina ait regresyon analizi gizelge 4.9’da verilmistir. Lojistik regresyon
modelinde (yas, cinsiyet ve hemoglobine gore ayarlanmig), pSS varligmi bagimsiz olarak
ongoren temel dzellik OSI idi (OR 528.4, %95 GA 6-46485). Muhtemel diger degiskenler

hesaba katildiginda, PD1 seviyesinin pSS hastalarinda, hasta olmayanlara kiyasla anlamli

38



derecede daha yiiksekti (OR 0.22, %95 GA 0.05-0.989). Buna gore hastalik ile OSI degeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iligki vardir (B=6,27, p=0,006).
Hastalik ile PD1 seviyeleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde bir iligki
vardir (B=-1,504, p=0,048).

Cizelge 4.9. Caligma gruplarina ait regresyon analizi

B S.E. p odds ratio
REGRESYON
KATSAYISI
Yas 0,091 0,053 0,088 1,1(0,99-1,21)
Cinsiyet (Kadin) -0,449 1,742 0,797 0,64 (0,021-19,41)
OSi 6,27 2,284 0,006 528,4 (6-46485)
Protektin D1 -1,504 0,762 0,048 0,22 (0,05-0,989)
Hemoglobin -0,201 0,515 0,696 0,82 (0,30-2,25)
Constant 1,632 5,574 0,77

OSI: Oksidatif Stres indeksi. binary lojistik regresyon analizi yapilda.

4.10. Cahsma Gruplarima Ait ROC Analizi

Lékosit TAS, TOS, OSI, PD1 ve MDA parametrelerinin pSS i¢in tanisal etkinligini
tahmin etmek amaciyla ROC analizi yapildi. EAA’nin 0.800'den fazla olmasi, pSS’yi
miikemmel 6zgiilliikk ve duyarlilikla teshis etme yetenegine sahip olarak kabul edildi. ROC
analizi ¢izelge 4.10°da gosterildi. Egrinin altinda kalan alan (EAA); TAS i¢in 0.109, TOS
icin 0.766, OSI icin 0.902, PD1 icin 0.185, MDA icin 0.966 son olarak da lokosit icin 0.317
olarak bulundu. Ayrica ROC analizine ait kesim degeri, duyarlilik ve 6zgiillik Cizelge
4.10°da belirtildi. MDA parametresi 0.67 kesim degeri i¢in %91 duyarlilik ve %96 6zgullik
ile pSS hastalarini saglikli bireylerden ayirabildi. PD1’in ise 0.89 kesim degerinde pSS
hastalarin1 tanisinda yuksek duyarliliga (%97) sahip oldugu ancak saglikli kisilerin

hastalardan ayrilmasinda diisiik 6zgUllik degerine (%13) sahip oldugu goérildu.

39



Cizelge 4.10 Calisma gruplarina ait ROC analizi

ROC Curve
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Test Result Area  pdegeri  Asymptotic 95%
Variable(s) Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
TAS 0,109 0 0,028 0,191
TOS 0,766 0,001 0,636 0,896
oSi 0,902 0 0,819 0,984
IL-6 0,349 0,053 0,2 0,498
TNF-alfa 0,479 0,787 0,323 0,634
PROTEKTIN D1 0,185 0 0,046 0,324
MDA 0,966 0 0,924 1
Hemaoglobin 0,345 0,047 0,2 0,489
Platelet 0,548 0,535 0,4 0,697
Lokosit 0,317 0,019 0,176 0,458
Lenfosit 0,424 0,332 0,276 0,573

Alic1 Isletim Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic, ROC) analiz

Kesim Degeri EAA (%95 GA) p degeri Cut-off  Duyarhlik  Ozgillik
TOS 0,766 (0,636-0,896) 0,001 4,99 0,86 0,61
OSi 0,902 (0,819-0,984) <0,001 0,51 0,89 0,83
PROTEKTIN D1 0,185 (0,046-0,324) <0,001 0,89 0,97 0,13
MDA 0,966 (0,924-1) <0,001 0,67 0,91 0,96

MDA: Malondialdehid, TOS: Total Oksidan Status, OSI: Oksidatif Stres Indeksi. Alic1 Isletim Karakteristigi
(Receiver Operating Characteristic, ROC) analizi
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5. TARTISMA

Sjogren sendromu, bagisiklik sistemi tarafindan viicudun tiikiiriik bezleri ve gozyasi
bezleri gibi salg1 bezlerini hedef alan otoimmuin bir hastaliktir (Qin ve ark. 2015; Negrini ve
ark. 2022). Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde hastaligin patogenezi ile ilgili
cesitli nedenler ortaya konmustur. Ancak hastaligin ortaya c¢ikis nedeni tam olarak
belirlenememistir (Bombardieri ve ark. 2020).

Bu calismada amacimiz pSS tanisiyla takip edilen hastalardan elde edilen serum
orneklerinde PD1, TNF-alfa, IL-6 ve oksidatif stres parametrelerinden TAS, TOS ve MDA
dizeylerinin Olctlmesi; bu parametrelerin birbirleriyle, hastalik siddetiyle ve Kklinik

parametrelerle olan iliskisini incelemekti.

Bir¢ok otoimmiin hastalikta goriildiigii gibi, bu hastalik da kadmlarda daha ¢ok
ortaya ¢ikmaktadir. Arastirmalara bagli olarak, kadmn erkek orami 9:1 ile 19:1 arasinda
degismektedir (Alamanos ve ark. 2006, Mavragani ve Moutsopoulos 2010). Ayrica
kadnlarda gogunlukla 50°1i (4-5. dekat) yaslarda goriildiigii bilinmektedir (Patel ve Shahane
2014). Mevcut calismada hasta grubunda 43’4 kadin olmak (zere 45 pSS hastasi
bulunmaktadir. Avrupa kriterlerine gore pSS tanisi alan hastalarin ise ortalama yas1 51 (44-
57) yil olarak hesaplanmistir. Hasta grubunda hem kadm/erkek orani hem de hastaligin

gorilme yas1 aralig: literatdr ile uyumlu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Sjogren Sendromunda B hiicrelerinin asir1 aktivasyonu ve plazma hiicrelerinin uzun
slire boyunca hayatta kalmasi1 genis bir antikor spektrumunun ortaya ¢ikmasina neden olur.
Antikorlar pSS’de 6nemli serolojik belirteclerdir. Diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi
bu antikorlarin ¢ogu hastaligm klinik belirtilerini dnceden belirleyebilir (Scofield 2004). En
stk bulunan otoantikorlar ANA, RF, anti-Ro/SSA ve anti-La/SSB’dir. SS’te otoimmiin
belirteclerden ANA %59-85, Romatoid faktor %36-74, SS-A %33-74, SS-B %23-52 pozitif
saptanmustir (Ingegnoli ve ark. 2013, Baldini ve ark. 2013, Lim ve ark. 2015). Yine benzer
sekilde Limon ve arkadaslar: tarafindan Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ANA pozitifligi
%77.75, RO52 pozitifligi %27.5, RF pozitifligi %27.5, SSA pozitifligl %25, SSB pozitifligi
%10 olarak bulunmustur (Limon ve ark. 2019). Mevcut ¢alismada pSS tanili olan hastalarin
ANA pozitifligi oran1 %89, SSA pozitifligi %58, SSB pozitifligi %51, RF pozitifligi %45,
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biyopsi pozitifligi %56, Sikka %100, Parotit %25, Artrit %87 olarak belirlendi. Otoantikor
test pozitiflik oranlar1 ile klinik vr laboratuvar bulugularinin literatiirde daha 6nce yapilmis

olan galismalara benzer sekilde oldugu goraldu.

Sjogren Sendromu hastalarinda gorilen hematolojik belirtiler arasinda yaygin olarak
sitopeni bulunmaktadir. Ozellikle hafif anemi ve I6kopeni SS hastalarinda dikkat
cekmektedir. Literatiirde pSS hastalarinda 16kosit, lenfosit ve trombosit sayisinin azaldigim
gosteren birgok ¢alisma mevcuttur (Manganelli ve ark. 2006; Toprak 2012). pSS tanis1 almis
41 hasta ile 96 kontrol grubunu igeren bir ¢alismada pSS hastalarinin 16kosit ve lenfosit
seviyelerinin kontrol grubuna gore azaldig1 saptanmustir (Y1ldiz ve Gokmen 2021). Sandikg¢1
ve Ozisler tarafindan 2020 yilinda yapilan bir calismada 55 pSS hastas1 ve 45 saglikli kontrol
grubunun hematolojik degerleri karsilastirilmistir. Calisma sonucunda hemoglobin ve
lenfosit degerleri kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda daha diisiik bulunmustur. Bununla
birlikte ayn1 ¢aligmada trombosit sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(Sandik¢1 ve Ozisler 2020). Bizim ¢alismamizda ¢alisma gruplarma ait hemogram test
sonuglar1 degerlendirildiginde I6kosit (p=0,036) ve lenfosit (p=0,031) sayis1 hasta grubunda
kontrol grubuna gére anlamli derecede diisiik bulunurken trombosit sayisinda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p=0,605). Calisma gruplarinin
hemoglobin sayis1 karsilastirildiginda ise hasta grubunun kontrol grubuna goére anlamli
derecede diisiik bulundu (p=0,02) (Cizelge 4.2). Mevcut ¢calismada daha 6nce yapilmis olan
calismalara benzer sonuclar bulundu. Ozellikle SS’teki inflamasyona sekonder olarak
16kosit ve lenfosit sayilarinin azaldigi ayrica kronik hastalik anemisi nedeniyle hemoglobin

dizeylerininde azalma ortaya ¢ikmis olabilecegi soylenebilir.

Sitokinler, dogal ve adaptif immiin sisteminin diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Interlokin-6 ve timor nekroz faktor-alfa gibi sitokinler, bagisiklik sistemi ve inflamasyon
stirecinde 6nemli rol oynayan, hastaligin patofizyolojisinde ve belirtileri izerinde etkili olan
pro-inflamatuvar sitokinlerdir (Ogawa ve ark. 1995). Literatiirde SS hastalarinda IL-6 ve
TNF-alfa degerlerinin arttigini gdsteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Austen ve ark. 2001,
Garcic-Carrasco ve ark. 2001). Yeni tani almig 32 pSS hastasi ile 20 saglikli kontroliin dahil
edildigi bir caligmada; TNF-alfa ve IL-6 diizeylerinin, pSS hastalarinda saglikli kontrollere
gore onemli Ol¢iide yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Szodoray ve ark. 2009). Bir baska
caligmada serum IL-6 ve TNF-alfa seviyeleri, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda pSS
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hastalarinda Onemli Glglde yiikseldigi gozlenmistir (Chen ve ark 2020). Szodoray ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yaptigi bir ¢alismada IL-6 ve TNF-alfa pSS hastalarinda
incelenmistir ve bu seviyelerin hasta grubunda kontrole gore yuksek oldugunu bulmuslardir.
Bu sitokinlerin 16kosit trafiginin duzenlenmesi, inflamasyonda ve immin yanitin
diizenlenmesinde etkili olduklar1 ve SS hastalarindaki artisinin beklenen bir bulgu oldugu
belirtilmistir (Szodoray ve ark.2005). Bu ¢alismada da TNF-alfa ve IL-6 diizeyleri pSS hasta
grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,028, p=0,034) ve
literatlrl desteklemektedir (Cizelge 4.4). Literatirde IL-6 ve TNF-alfa, dizeylerinin,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivasyonunu artirarak inflamasyonu tetikleyip doku
hasarma yol agabildigi ve seviyelerindeki artisin hastalik siddeti ile iliskili olabilecegi
diistinilmistiir (Grisius ve ark.1997, Szodoray ve ark. 2004). Mevcut galismada bu
parametrelerin pSS hastalarinda yiiksek seviyede saptanmasinin nedeni bu hastalardaki

inflamasyon durumu ile iliskili oldugu s6ylenebilir.

Lipid mediyatorler, vicudun inflamasyon sirecini diizenlemeye yardimci olan
biyolojik olarak aktif lipid bilesiklerdir. SPM'ler, inflamatuvar yanitinin kontroliinii saglar,
doku hasarin1 azaltir ve iyilesme sirecini tesvik eder. Bu mediyatorler lipoksinler,
resolvinler, protektinler ve maresinler olarak smiflandirilmaktadir. Literatlirde SS
hastalarinda SPM’le ilgili yapilan smirli ¢aligma mevcuttur (Yellepeddi ve ark. 2021).
Sjogren Sendromu hastalarinda Resolvin D1 ve AT-RvD1 gibi mediyatorlerle ilgili

caligmalar mevcutken, Protektin D1 duzeylerinin arastirildigi bir calisma mevcut degildir.

Resolvinler, pro-inflamatuvar mediatorlerin ~ Uretimini  bloke edip, PMN
infiltrasyonunu ve gogiinii durdurabilmektedir. Litetatiirde yapilan ¢aligmalarda SPM’ler
daha cok terap6tik molekuller olarak degerlendirilmistir (Perretti ve Norling 2017, Sousa ve
ark 2020). Yapilan bir ¢alismada resolvin D1 ve AT-RD1 lipid mediyatorleri SS fare
modellerinde ¢alisiimis, Resolvin D1’in bu farelerde tiiklrlk bezi epitel biitiinligiiniin TNF-
alfa aracili bozulmasini 6nledigi gosterilmistir (Nelson ve ark. 2014). Resolvin D1 ile ilgili
yapilan bagka bir ¢aliyma bu mediyatoriin TNF-alfa’nin neden oldugu tiikiiriik bezi epiteli
hasarini 6nledigi desteklenmistir (Odusanwo ve ark. 2012). Yine baska bir calismada SPM
ailelerinden LXA4, RvD1 ve RvE1 molekiilleri RA’da incelenmistir. Calismaya 32 aktif
RA, 32 inaktif RA ve 20 kontrol dahil edilmistir. Calisma sonucunda Aktif RA'l1 hastalarda
LXA4, RvD1, RVE1 duzeylerinin inaktif RA'li ve saglikli bireylere gére anlamli olarak
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diistik oldugu bulunmustur. Bu parametrelerin RA’l1 hastalarda saglikli bireylere gore daha
diisiik bulunmas1t RA’l1 hastalarda bu molekiillerin sentezindeki bir bozuklukla ya da bu
molekiillerin yikilma hiziin saglikli bireylere gore daha fazla olmasi ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmiistiir (Ozdemir ve ark. 2020). Protektin D1 doku hasarim azaltarak koruyucu etki
gosteren ve inflamasyonun kisa siirede ¢oziilmesini destekleyen bir lipid mediyatordiir. SS
hastalarinda PD1 ile ilgili bir ¢calisma olmamasina ragmen, bir calismada PD1 ile ayni etkiye
sahip olan ve PD1’in izomeri olan PDX molekiilii RA hastalarinda incelenmistir. Serum
PDX seviyesinin inaktif RA vakalarinda arttig1 ve aktif RA vakalarinda kontrol gruba kiyasla
azaldig1 saptanmistir. Calisma sonuglarina gére PDX’in, inflamatuvar yanit1 hafiflettigi ve
T hiicre dengesini yeniden sagladigi gosterilmistir (Jin ve ark. 2021; Chen veark. 2009).
Mevcut ¢alismada literatiirde ilk defa SS hastalarinda PD1 diizeyleri ¢alisilmis ve pSS
hastalarinda PD1 seviyesinin kontrol grubuna goére azaldigi gozlemlendi (Cizelge 4.4)
(p<0,001). Lipid mediyatorlerin akut inflamasyonda arttigi ancak kronik inflamasyondaise
azaldig1 bilinmektedir. Sjogren Sendromu hastalarinda var olan kronik inflamasyona bagl
olarak, PD1 seviyesinin SS hastalarinda azalmis olabilecegi ve buna bagh olarak da anti-

inflamatuvar etkilerinin yeterli diizeyde olmadigi séylenebilir.

Bununla birlikte mevcut calismada PD1 ile yas arasinda istatistiksel olarak anlaml
orta dizeyde negatif yonde korelasyon gézlemlendi (Cizelge 4.6) (p=<0,001, r=-0,561).
Literattrde bu parametreler arasindaki korelasyonu inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu nedenle calismamiz PD1 ile yas arasindaki korelasyonu analiz eden ilk ¢calismadir. Yas
ile birlikte otoimmiin hastaliklarm arttigi ancak PD1 seviyelerinin ise kronik otoimmin
hastaliklarda distiigii bilinmektedir (Marchalonis ve ark. 1993). Bu nedenle SS hastalarinda
yas arttikca PD1 seviyesinin diismesi ya da tam tersi bir durumun olugmasi beklenen bir
bulgu olarak kabul edilebilir. Bu korelasyonun kesinligi daha kapsamli g¢alismalarla
desteklenmelidir. Ayrica PD1 ile hemoglobin ve l6kosit diizeyleri arasinda ise zayif diizeyde
pozitif yonde korelasyon oldugu goriildii (Cizelge 4.6). Sjogren Sendromu hastalarinda
ortaya ¢ikan sitopenik bulgularin PD1 duzeylerindeki azalma ile iliskili olabilecegi
sdylenebilir. Bununla birlikte galisilan ELISA parametrelerinden PD1 ile TNF-alfa ve IL-6
degerleri arasindaki korelasyon incelendiginde, PD1 ve bu pro-inflamatuvar sitokinler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamustir.
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Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemleri arasindaki bir dengesizlikle kendini
gosterir. Bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve inflamasyon ile karakterize edilen durumlarda
siklikla ortaya ¢ikar. Sjogren Sendromu ise kontrol edilemeyen bir inflamasyon durumu ile
tanimlanir. Bu nedenle oksidatif stres SS patogenezinde dnemli faktorlerden biri olarak
bilinmektedir (Lee ve ark.2022; Wakamatsu ve ark. 2013). Literatiirde SS hastalarinda
oksidatif stres diizeylerinin incelendigi ¢esitli ¢alismalar vardir. Yapilan bir ¢aligmada SS
hastalarmin serumlarmda TAS, TOS ve OSI degerleri incelenmistir. Calismaya 85 SS
hastasi, bunlarla yas ve cinsiyet uyumlu 65 saglikli kontrol dahil edilmistir. Buna gore SS
hastalarinda TAS seviyelerinin kontrol gruba gore azaldigi TOS seviyelerinin ise kontrol
gruba gdre arttig1 saptanmustir. Ancak OSI degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark saptanmamistir. Bu parametreler arasindaki dengesizligin SS patogenezinde rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Dogan ve ark. 2020). Bazi ¢alismalarda ise SS hastalarinda
tiikkiirtikte oksidatif stres belirteclerinin asir1 derecede arttig1 konjuctival epitel hiicreler ve
paratiroid bezi dokusunda antioksidan belirteclerin ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir
(Dogru ve ark. 2018). Mevcut ¢alismada SS hastalarinda TAS degerlerinin kontrol gruba
gore anlamli derecede azaldigi (p= <0,001), TOS (p= <0,001) ve OSI (p <0,001)
seviyelerinin ise anlamli olarak arttig1 saptandi (Cizelge 4.5). Salgi bezlerine kronik
lenfositik hiicre goclnun ve antioksidan/oksidan dengesizliginin SS patogenezinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Literatlirde yapilan daha Onceki ¢alisma sonuglarina

benzer sekilde hastalik patogenezinde oksidatif hasarin rol oynadig: séylenebilir.

Yapilan bir c¢alismada SS hastalarinin gozyas1 Orneklerinde MDA  yikim
irtinlerinden 4HNE ve HEL molekiilleri arastirilmistir. HNE, -6 ¢oklu doymamis yag
asitlerine serbest radikallerin saldirmasiyla tretililir. Ayrica biiyiik ve toksik bir aldehittir.
Serbest oksijen radikallerinin toksik habercisi olarak kabul edilir. Lipid peroksidasyonundan
iiretilen en sitotoksik {riiniin 4HNE oldugu gosterilmistir. Calisma sonuglarma gore SS
hastalarinda MDA’ ’nin bu yikim iirlinleri kontrol gruba gore arttigi gézlemlenmistir. Kuru
g6zde ROS uretimi, lipid peroksidasyonu ile iligkili membran hasari ve inflamatuvar stirecler
arasida yakin bir iliski olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Wakamatsu ve ark. 2013). SS olmayan
kuru g6z hastalarinda yapilan bir c¢aligmada hastalarin gozyasi Orneklerinde lipid
peroksidasyon belirteclerinden MDA incelenmistir. Calismaya 44 hasta ve 33 kontrol dahil
edilmigtir. Buna gére MDA seviyesinin kuru goz hastalarinda kontrol gruba gore arttig1

gozlemlenmistir. Bununla birlikte MDA’nm bu hastaligin siddetini yansitabilecegi
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diistiniilmiistiir (Choi ve ark. 2016). Mevcut calisgmada SS hastalarinda MDA diizeyleri
olciildii ve MDA seviyesinin SS hastalarinda kontrol gruba gore anlamli derecede arttig1
gozlemlendi (Cizelge 4.5) (p= <0,001). Oksidatif stres inflamasyonu arttirarak otoimmiin
hastaliklarda 6nemli bir role sahiptir (Kumagai ve ark. 2003). MDA seviyelerinin SS gibi
otoimmiin bir hastalikta artmig olmasi1 beklenen bir bulgu olarak degerlendirildi. Ayrica SS
hastalarinda lipid peroksidasyonu ile iligkili olarak ortaya ¢ikan membran hasarinin hastalik

patogenezinde etkili olabilecegi sdylenebilir.

Mevcut ¢alismada TAS duzeyleri ile yas arasinda orta diizeyde negatif yonde
korelasyon (p=<0,001, r=-0,471), OSI (p=<0,001, r= 0,439) ve MDA diizeyleri (p=0,001,
r=0,406) ile yas arasinda ise orta diizeyde negatif yonde korelasyon oldugu goérildi (Cizelge
4.7). Yasla birlikte oksidatif hasarm artis1 beklenen bir bulgu olarak kabul edildi. Ayrica
Hasta gruplarinda TAS dizeyleri ile hemoglobin (p= 0,003, r=0,335) ve lokosit duzeyleri
(p=0,022, r=0,266) arasinda zay1f diizeyde pozitif yonde korelasyon oldugu gorildi. Ayrica
lenfosit diizeyleri ile TOS (p=0,015, r=-0,285) ve OSI diizeyleri (p= 0,02, r=-0,271) arasinda
zayif diizeyde negatif yonde korelasyon oldugu belirlendi (Cizelge 4.8). Ozellikle hastaligin
Klinik bulgular1 arasinda yer alan sitopeni (zerine oksidan hasarin da etkili oldugu

soylenebilir.

Oksidatif stres yaslanma, otoimmin ve gesitli hastaliklarin gelismesi ve ilerlmesinde
onemli bir faktordir. Coklu doymamis yag asitlerinden endojen turetilen SPM'ler
inflamasyonun ¢dzilmesi, doku hasar1 onarimmi tesvik etme gibi etkileri ortaya konmustur.
SPM'lerin bu etkilerinin yani sira oksidatif stres lizerindeki rolii de kapsamli bir sekilde
arastirtlmistir (Wang ve ark. 2020, Spite ve ark. 2009, Mukherjee ve ark. 2004, Bazan 2005).
Hasta gruplarma ait PD1 seviyeleri ile TAS arasinda ylksek diizeyde pozitif yonde
korelasyon (p=0,002, r=0,361) oldugu bununla birlikte OSI ve MDA diizeyleri arasinda
yiksek diizeyde negatif yonde korelasyon (p=0,002, r=-0,362) (p=0,001, r=-0,416) oldugu
goriildii (Cizelge 4.7). Tiim bu sonuglar beraber degerlendirildiginde PD1 ile oksaitif stres
parametreleri arasinda giiglii bir korelasyon oldugu gorildi. Butin bu sonuglara gore SS
patogenezinde okidan hasarm rol oynadig1 ve oksidan hasarm PD1 diizeylerinde goriilen

azalma ile iliskili oldugu soylenebilir.

Lojistik regresyon modelinde (yas, cinsiyet ve hemoglobine gore ayarlanmig), pSS

varhigin1 bagimsiz olarak éngoren temel 6zellik OSI idi. Muhtemel diger degiskenler hesaba
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katildiginda, PD1 seviyesinin pSS hastalarinda, hasta olmayanlara kiyasla anlamli derecede
daha yiiksekti. Buna gore hastalik ile OSI degeri arasinda istatistiksel olarak anlaml1 ve
pozitif yonde bir iliski vardir (B=6,27, p=0,006). Hastalik ile PD1 seviyeleri arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde bir iliski vardir. Cizelgedeki regresyon
katsayilarma bakildiginda, hastalarda yiiksek seyreden OSI’nin, hastaligm ortaya ¢ikma
riskini 6.27 kat arttirabilecegi buna karsilik hastalarda azalan PD1 seviyesininin ise 1.5 kat
azaltabilecegi yoninde bulgularin elde edildigini ancak bunlarin ¢ok daha kapsamli

caligmalarla desteklenmesi gerektigini diisiiniiyoruz.

Bazi parametrelerin pSS i¢in tanisal etkinligini tahmin etmek amaciyla ROC analizi
yapildi. Bu analiz degerlendirildiginde ise TAS, TOS, OSi, PD1, MDA ve lokosit
parametreleri arasmdan OSI ve MDA nin bu amacla kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. MDA
parametresi 0.67 kesim degeri i¢in %91 duyarlilik ve %96 6zgiilliik ile pSS hastalarmi
sagliklh bireylerden aymrabildi. PD1’in ise 0.89 kesim degerinde pSS hastalarini tanisinda
yiiksek duyarliliga (%97) sahip oldugu ancak saglikli kisilerin hastalardan ayrilmasinda
diisiik 6zgiillik degerine (%13) sahip oldugu goruldu.

Butin bu verilerin 1s18inda SS patogenezinde oksidatif hasarin etkiligi oldugu
sOylenebilir. Oksadatif hasarin ileri basamak ¢oziicii lipid mediyatorlerinden biri olan PD1
dizeylerinde ortaya ¢ikan azalma ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. PD1 molekiiliiniin
pSS patofizyolojisindeki roliiniin daha iyi anlagilabilmesi i¢in daha genis hasta gruplarinda
yapilacak olan serum, gézyasi ve doku orneklerinin dahil edilecegi yeni ¢alismalara ihtiyag

vardrr.
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6. SONUC

Mevcut ¢alismada literatiirde ilk defa pSS hastalarinda ileri basamak ¢6zict lipid
mediyatorlerinden biri olan PD1 diizeyleri ¢alisildi.

. Primer Sjogren Sendromu hastalarinda PD1 diizeylerinin saglikli bireylere gore anlamli
sekilde azalmig oldugu goraldi.

. Primer Sjdgren Sendromu hastalarinda serum TOS, OSI ve MDA diizeyleri saglikl
bireylere gore anlaml sekilde yiiksek bulunmus iken, TAS diizeyleri analmh sekilde
diisiik bulunmustur. Ayrica PD1 ile TAS, OSI ve MDA arasinda orta diizeyde korelasyon
oldugu gorulda.

. Mevcut calismada SS patogenezinde oksidan hasarin énemli bir rol oynadig1 ve oksidan
hasarm PD1 dizeylerinde gorilen azalma ile iliskili olabilecegi séylenebilir.

. Primer Sjogren Sendromu hastalarinda lokosit, lenfosit ve hemoglobin diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu saptandi. Ortaya ¢ikan bu azalmanin
oksidatif stres ve PD1 diizeylerindeki azalma ile iliskili olabilecegi diistiniildii.

. Mevcut ¢alismada OSI, pSS varhgini1 bagimsiz olarak 6ngoren temel 6zellik olarak
degerlendirildi.

. Calismamiza ait parametrelerden olan MDA ve OSI’nin pSS icin mikemmel 6zgulliik ve
duyarlilikla pSS'yi teshis etmede kullanilabilecek parametreler olabilecegi diisiiniildii.

. Protektin D1, pSS hastalarinin tanisinda yiliksek duyarliliga sahip oldugu ancak saglikli

kisilerin hastalardan ayrilmasinda diisiik 6zgullik degerine sahip oldugu sdylenebilir.
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