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TESEKKUR

Pediatri egitimim boyunca ben ve arkadaglarim {izerinde biiylik emegi olan,
kendisini tanimig olmaktan ve son tez 0grencisi olmaktan gurur duydugum emekli
Ogretim iiyemiz sayin Prof. Dr. Giilsev Kale’ye, tez calismasi sirasinda ¢ok daha
yakindan tanima sans1 buldugum, kisiligi ve hekimligi ile 6rnek aldigim, ilgisi ve her
konudaki destegi ile her zaman bir tez danigmanindan 6te olan degerli hocam, saymn
Yrd. Dog. Dr. Beril Talim’e, tezimle ilgili aragtirmalar yapabilmem i¢in bana yurtdis1
kapilarint acan, gerek pediatriye gerekse romatolojiye ilgi duymamin en biiyiik
sebeplerinden rol modelim Cocuk Romatoloji Bilim Dal1 6gretim {iyesi sayin Prof.
Dr. Seza Ozen’e, destekleri ve yardimlari i¢in Cocuk Néroloji Bilim Dali dgretim
iyeleri sayin Prof. Dr. Haluk Topaloglu ve saym Prof. Dr. Géknur Haliloglu’na, tez
calismamin cesitli asamalarinda biiyiik yardimlari olan Cocuk Patoloji Unitesi
ogretim tliyelerine tesekkiir ederim.

Ayrica tez calismamin her asamasinda hig sikayet etmeden, islerimi kendi isi
gibi goren, biiyiik emek gosteren basta Sefika Yildirim ve Pinar Bektas olmak {izere
tiim Cocuk Patoloji Unitesi ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Bilimin gelismesi adina desteklerini esirgemeyen ve bu caligmanin var
olmasina en biiyiik katkiy1 saglayan tiim hasta ve hasta yakinlarina tesekkiir ederim.

Tiim g¢alisma siirecinde hi¢ yanimdan ayrilmadan bana her anlamda destek
olan esim Aslihan Tagkiran Sag’a, aramiza yeni katilan oglum Arda Sag’a, tiim

manevi desteklerini asla esirgemeyen her iki aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir.
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OZET
SAG, E., Jiivenil dermatomiyozit hastalarmin kas biyopsilerinde yardimei T
hiicre profilleri. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Tezi. Ankara, 2015. Jivenil dermatomiyozit (JDM) patogenezi tam
olarak aydinlatilamamis, tedavi edilmedigi takdirde ciddi morbidite ve sonunda
yiikksek mortaliteye sebep olan Onemli bir hastaliktir. Hastaligin temelinde
otoimmiinite, inflamasyon ve vaskiilopatinin oldugu gosterilmistir. Kas tutulumu bu
hastaligin en 6nemli tutulumudur. Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin en biiyiik ve deneyimli
kas biyopsisi merkezlerinden biri olan Hacettepe Universitesi [hsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi Cocuk Patoloji Unitesi’nde tam almig JDM hastalarinin kas
biyopsilerinde yardimei T hiicre profillerinin belirlenmesi amaglanmis, ayrica kas
biyopsilerinde inflamasyona katilan diger hiicre gruplar1 tanimlanmaya g¢alisilmistir.
Yeterli arsiv dokusuna ulasilabilen toplam 26 JDM hastasiin (13 erkek, 13 kiz) kas
biyopsilerinde immiinohistokimyasal yontemle CD3, CD20, CD138, CD68, 1L-17,
Foxp3, IFN-y, IFN-alfa ve IL-4 ekspresyonu ile bunlarin klinikopatolojik
korelasyonu incelenmistir. JDM kas biyopsisi skorlama aracina gore biyopsiler
degerlendirilmistir. Biyopsilerin ortalama JDM biyopsi skoru 17,6 olup, orta-agir kas
tutulumuyla uyumlu bulunmustur. inflamatuvar hiicreler biyopsilerin biiyiik
kisminda ya perivaskiiler ve perimisyal alanda kiiciik kiimeler halinde ya da
endomisyumda dagilmis tek tek hiicreler halindeyken, biyopsilerin ikisinde lenfoid
doku benzeri biiylik kiimeler seklinde, bir hastada neredeyse tiim kas liflerini ortadan
kaldiracak sekilde yogun ve yaygmn halde goriilmiistir. Yardimci T hiicre alt
gruplarina bakildiginda biyopsilerin %80’inde Thl (IFN-y pozitif), %92’sinde Th17
(IL-17 pozitif), %30’unda Treg (Foxp3 pozitif) boyanmasi tespit edilmistir. 1L-4
pozitif inflamatuvar hiicreler hi¢bir biyopside saptanmamistir. IFN-alfa sadece iki
biyopside gosterilebilmistir. Hastalarin %73’iinde T hiicreleri, %88’inde B hiicreleri,
%357’sinde plazma hiicreleri ve %100’tinde makrofajlar mevcuttur. Klinik bulgulara
bakildiginda serum CK diizeyinin hicbir parametreyle iliskili olmadigi, kas giicii
MRC skorunun skorlama aracinin kas lifi boliimii, patologun viziiel analog skoru ve
makrofaj skorlariyla iligkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica viziiel analog skorunun hem
klinik hem de patolojik parametrelerle kuvvetli iliskili oldugu saptanmigtir. Tiim bu

sonuclardan yola ¢ikarak JDM’nin, inflamatuvar ortaminda B hiicreleri, makrofajlar,



plazma hiicreleri ve T hiicreleri bulunduran bir hastalik oldugu; T hiicre alt
tiplerinden Thl ve Thl17’nin aracilik ettigi, Th2’nin patogeneze katilmadigi; Treg
hiicrelerinin inflamasyonda yer aldigi fakat fonksiyonlarinin yeterli olmadig

sOylenebilir.

Anahtar kelimeler: Jiivenil dermatomiyozit, yardime1 T hiicre, sitokin, kas biyopsisi
Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi, BAB6083 projesi, Proje No: 014 D04 101 013
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ABSTRACT
SAG, E., T helper cell profile in the muscle biopsies of juvenile dermatomyositis
patients. Hacettepe University Medical Faculty, Thesis in Pediatrics. Ankara,
2015. Juvenile dermatomyositis (JDM) is an important disease without an
enlightened pathogenesis, which causes severe morbidity and high mortality if
untreated. Autoimmunity, inflammation and vasculopathy are considered the basic
pathogenetic mechanisms. Muscle involvement is the most important manifestation
of the disease. In this study, we aimed to define the T helper cell profile in the
muscle biopsies of JDM patients diagnosed at Hacettepe University Thsan Dogramaci
Children’s Hospital, Pediatric Pathology Unit, which is one of the largest and most
experienced muscle biopsy centers in Turkey. In addition, other components of the
inflammatory infiltration were assessed. 26 patients (13 female, 13 male) with
sufficient muscle tissue were included in the study. Immunohistochemical expression
of CD3, CD20, CD138, CD68, IL-17, Foxp3, IFN-y, IFN-alpha and IL-4 and their
clinicopathological correlations were studied and muscle biopsies were scored using
the JDM muscle biopsy scoring tool. The mean JDM biopsy score was 17,6, meaning
moderate to severe muscular involvement. Inflammatory cells were in small clusters
in perimysium and perivascular area or scattered throughout the endomysium in most
biopsies, however in two biopsies lymphoid follicle like like big clusters were
observed and in one there was a very dense and diffuse inflammatory infiltration
nearly destroying all the muscle architecture. As for T helper cell subtypes, 80% of
the biopsies were Thl positive, 92% Th17 positive and 30% Treg positive. No IL-4
positive inflammatory cell was detected in any of the muscle biopsies. Only two
biopsies showed IFN-alpha positivity. 73% of the biopsies had T cells, 88% had B
cells, 57% had plasma cells and 100% had macrophages. From the clinical aspect,
serum creatine kinase level was not correlated with any parameter, however Medical
Research Council (MRC) score for muscle strength was correlated with muscle fiber
domain scores, visual analogue score of the pathologist and the macrophage
infiltration scores. Visual analogue score of the pathologist was strongly correlated
with both clinical and histopathological features. Based on these results, it can be
concluded that B cells, macrophages, plasma cells and T cells constitute the

inflammatory milieu of the JDM muscle biopsies; JDM is a disease related with Thl
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and Th17 T helper cell subtypes; Th2 cells are not involved in the pathogenesis;

Tregs are present but not fully functional.

Key words: Juvenile dermatomyositis, T helper cell, cytokine, muscle biopsy
Supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit,
BAB6083 project, Project No: 014 D04 101 013
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1. GIRIS

Dermatomiyozit ilk kez 1887 yilinda dort farkli aragtirmaci tarafindan
tanimlanmistir. Bu arastirmacilardan Unverricht, hastaligin kutanéz ve miiskiiler
bulgularint tanimlayip dermatomiyozit terimini ortaya atmustir (1). Jiivenil
Dermatomiyozit (JDM) cocukluk caginda goriilen, esas olarak cilt ve kasi tutan,
etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilmamis bir otoimmiin vaskiilopatidir (2).
Eriskinlerden farkli olarak c¢ocukluk c¢aginda ciddi deri tutulumu (kalsinoz,
iilserasyon), akciger tutulumu, gastrointestinal vaskiilopati ve santral sinir sistemi
tutulumu  gozlenebilir (2). Hastaligin patogenezinde otoantikorlar, doku
inflamasyonu ve vaskiilopati bulunmaktadir. Son yillarda ¢esitli sitokinlerin hastalik
patogenezine olan etkileri aragtirllmaya baglanmis ve olasi hedef molekiiller
belirlenip onlara yonelik tedavi secenekleri gelistirilmeye g¢alisilmigtir. Literatiirde
cevresel etkenler ve genetik yatkinlilk zemininde kas dokusunda ‘Major
Histocompatibility Complex” (MHC) 1 molekiiliiniin artis1, damar duvarinda
kompleman aktivasyonu, Th17 (yardimci T hiicre, Th), B hiicresi ve plazmositoid
dentritik hiicre infiltrasyonu, Tip 1 Interferon (IFN) ve onun indiikledigi sitokinlerde
artisa bagli doku hasar1 simdiye kadar gosterilen mekanizmalar arasindadir (3-9).
Diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) ciltte neden azaldigina ve B hiicreleri ile T
hiicreleri arasindaki bagin ne olduguna dair veri olmamasi ile erigskin kasinda Thl
yanit1 ve IFN-y ekspresyonunun daha fazla olmasia ragmen JDM biyopsilerinde
Thl yaninda Th17’nin de etkili oldugunun gosterilmesi, yardimer T hiicrelerinin
patogenezde ne dl¢iide etkili oldugunun sorgulamasina neden olmaktadir.

CD4 (+) yardimci T hiicreleri kazanilmis immiin yanitlarin diizenlenmesinde
ve yabanci patojenlere karsi miicadelede temel bir role sahiptir. Bu hiicreler, sitokin
sentez profiline ve bazi transkripsiyon faktor ekspresyonuna gore Thl, Th2, Thl7,
Th9 ve Treg olmak lizere bes kategoride incelenmektedir (10, 11). Son yillarda
yapilan caligmalarda fonksiyonel Thl yaniti olusturamayan hayvan modellerinde
yine de otoimmiin hastaliklar gelistirilebilmesi, klasik diigiincenin aksine
otoimmiiniteden yalnizca Thl’in sorumlu olmadigimi disiindiirmiistiir. Bu
gozlemden sonra yapilan ¢alismalarda Th17’nin de otoimmiiniteden sorumlu oldugu

one siiriilmistiir (12). CD4 (+) yardimct T hiicre ailesinin bir diger iiyesi ise Treg



hiicreleridir. Bu hiicreler diger T hiicrelerinin fonksiyonlarmi diizenler ve viicudun
kendi antijenlerine karsi1 toleransini saglar.

Ciddi organ tutulumlariyla seyreden JDM’nin temel klinik ozellikleri ve
tedaviye yanitlar1 ile ilgili bilgiler giderek c¢ogalmaktadir. Ancak biitiin bu
gelismelere ragmen halen etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismanin
amaci, JDM hastalarinin kas biyopsilerindeki inflamatuvar ortamda bulunan
hiicrelerin tanimlanmasi, yardimci T hiicre gruplar1 ve diger hiicreler arasindaki
dengelerin hastalik patogenezindeki roliiniin aragtirilmasidir. Bunun i¢in, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklart Anabilim Dali Cocuk
Patoloji Unitesi’nde kas biyopsisi ile JDM tanisi alan hastalarin dondurulmus doku
orneklerinden alinan kesitlerde hiicre alt tipleri i¢in immiinohistokimyasal boyama
yapilmistir. Bu boyamalarla elde edilen biyopsi skorlarimin, klinik bulgular ile
iligkilendirilmesi planlanmistir. Sonuglarimizin bu hastaliga daha 6zgiil tedavide de

yol gosterici olacagini ummaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim ve Siniflama

Jiivenil dermatomiyozit karakteristik cilt bulgulari, kas gligsiizliigli ve cesitli
organ tutulumlariyla seyreden, ¢ocukluk ¢aginin en sik inflamatuvar miyopatisidir.
Cocukluk caginda kronik inflamatuvar miyopatiler ¢cok heterojen olmakla birlikte,
jiivenil dermatomiyozitli ¢gocuklar hastaliin tipik cilt ve kas bulgularina sahiptir (13-
18).

Daha nadir olmakla beraber, c¢ocukluk ¢aginda JDM disindaki diger
inflamatuvar miyopatiler de goriilmektedir. Polimiyozit, inkliizyon cisimcikli
miyozit, fokal miyozit, orbital miyozit, eozinofilik miyozit ve diger bag doku

hastaliklari ile beraber goriilen ‘overlap sendrom’ bunlara 6rnektir (19).

2.2. Epidemiyoloji

Cesitli tilkelerde dermatomiyozitin goriilme siklig1 acisindan birbirinden
farkli rakamlar bildirilmis olsa da erigkindeki prevalansi yaklasik olarak
10/1.000.000, ¢ocuklarda ise bu oran 3,2/1.000.000’dur (20-22).

JDM kizlarda erkeklere oranla 2,3 kat daha sik goriliir (15, 21). Kiiglik
yaslarda ise kiz ve erkeklerde hastaligin goriilme sikliginin benzer oldugunu gosteren
yayimlar da mevcuttur (23). JDM’nin ortalama goriilme yas1 7 yas civari olmakla
beraber, yakin zamanda yayinlanan 286 hastalik bir ¢alismada, hastalarin %25’inin 4

yasindan kii¢iik oldugu goriilmiistiir (24).

2.3. Etiyoloji

JDM’nin etiyolojisi halen tam olarak bilinmemektedir fakat multifaktoriyel

oldugu hakkinda goriis birligi bulunmaktadir. Birgok c¢alismada hastaliga sebep

oldugu diisiiniilen ¢evresel, genetik ve immiinolojik etkenler tanimlanmustir.



2.3.1. Cevresel Etkenler

JDM’nin baglangiciyla ilgili ¢cevresel faktorler sikga arastirilmistir. Genis bir
kohortta ve baska bir vaka-kontrol ¢calismasinda, hastaligin baslangicindan birkac ay
oncesinde hastalarda yiiksek oranda enfeksiyon bulgular1 varligi gosterilmistir (24,
25). Ogzellikle Hispanik irkta, p155/140 otoantikoru pozitif, HLA-DBB1*0301
alleline sahip hastalarin dogduklart mevsimlerin benzer olmasi (sonbahar), perinatal
cevresel faktorlerin de hastaligin etiyolojisinde rol oynayabilecegini diistindiirmiistiir
(26). Bunun yaninda cesitli ilaglara, biyolojik ajanlara, asilara ve ultraviyole 1518a

bagli hastaligin gelistigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (27).

2.3.2. Genetik ve Immiinolojik Etkenler

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarla otoimmiin hastaliklarin  genetik
temelleri hakkindaki bilgiler énemli Ol¢iide artmistir. Bunlar kompleks poligenik
hastaliklar olduklar1 i¢in, birden fazla genetik lokus hastaliga yatkinliga sebep
olabilmektedir. Ozellikle ‘Major Histocompatibility Complex’ (MHC) igindeki
‘insan 16kosit antijeni’ (HLA) bolgesi insan genomunun en polimorfik bolgelerinden
olup, JDM de dahil olmak {iizere bircok otoimmiin hastalik gelisiminin riskini
artirdig1r gosterilmistir. HLA-B*08, DRB1*0301, DQA1*0301, DQA1*0501 ve
DPB1*0101 allelleri hem ¢ocuk hem eriskinlerde dermatomiyozit i¢in artmis riskle
iligkiliyken, oto-reaktif T hiicrelerinin timusta eliminasyonundan sorumlu oldugu
diisiiniillen DQA1*0201, DQA1*0101 ve DQA1*0102 allelleri dermatomiyozit
hastalarinda saglikli kontrollere gore daha az saptanmustir (22, 28-32).

Inflamatuvar yolak ile ilgili baska genetik lokuslar da saptanmistir. Pro-
inflamatuvar sitokin genlerinden Tiimdr Nekroz Faktérii-alfa (TNF-a), interlokin-1a
(IL-1a) ve IL-1B, lenfosit sinyal yolag: ile ilgili PTPN22 (Protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22) ve immiinglobulin agir zincir genlerinin JDM
icin risk faktorii oldugu gosterilmistir. TNF308A ve IL-1 polimorfizminin kalsinoz
gelisimini artirdig1 goriilmiistiir (33-36).



2.3.3. Etnik ve Cog@rafi Etkenler

Dermatomiyozit diinya genelinde genis bir dagilima sahiptir. Eriskinlerde
yapilan bir aragtirmada 55-64 yas arasi siyah kadinlarda dermatomiyozit goriilme
sikligimin ayni yas beyaz kadinlara gore 10 kat daha fazla oldugu gosterilmis fakat

cocuklarda beyaz ve siyah irk arasinda belirgin bir fark saptanmamustir (21).

2.4. Patogenez

JDM patogenezi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢ogu, hastaligin otoimmiin bir
vaskiilopati oldugunu gostermektedir. Her ne kadar patogenezde erken evrelerde
neyin daha baskin oldugu tam olarak kanitlanamamissa da, kasta kapiller endoteline
karg1 immiin yanit, plazmositoid dendritik hiicre infiltrasyonu ve buna bagl tip I
interferon cevabi ile miyofibrillerin yiizeyinde ‘MHC class I’ artisinin patogenezde

esas rolii oynadig1 diistiniilmektedir (22, 37, 38).

2.4.1. Vaskiilopati

Whitaker ve Engel tarafindan inflamatuvar miyopatilerde iskelet kaslarinin
damar duvarinda kompleman {irlinleri ve immiinglobulinlerin gosterilmesi, immiin
kompleks aracili vaskiilopatinin hastalig1 baglatan faktdrlerden biri oldugunu ortaya
koymustur (39). Baska calismalarda da DM’de damar duvarlarinda IgG, IgM, C3 ve
membran atak  kompleksinin  depolandiginin  gosterilmesi, bu  hipotezi
desteklemektedir (39-41). Membran atak kompleksi depolanmasi ve kapiller kaybin
hastaligin baslangicinda hatta histolojik degisikliklerden daha Once oldugu
diistintilmektedir (42, 43). Kapiller kayip ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile
uyumlu olacak sekilde, JDM kaslarinda anjiyojenik yanitin olmamasi ve anjiyostatik
kemokinlerin  yliksek oranda ifade edilmesi de vaskiilopati olasiligini
giiclendirmektedir (44). Neovaskiilarizasyon daha sonra gerceklesmeye baslar. JDM
hastalarinin kaslarinda hem anjiyojenik hem de antianjiyojenik genler ifade edilir ve
bunlarm i¢inde hem 16kosit trafigini diizenleyen hem de anjiyojenik bir madde olan

16kosit adezyon molekiilleri 6nemli yer tutar (45). Intercellular Adhesion Molecule-1



(ICAM-I) de JDM hastalarinin kaslarinda, kapillerler ve perimisyal biiyiik
damarlarda selektif olarak fazla oranda bulunmaktadir (46). Bununla birlikte faktor 8
iliskili antijen, fibrinopeptit-A ve C3’lin plazmada artmasinin endotel hasarina,
potent bir antianjiyojenik faktér olan trombospondin-1 artisinin ise vaskiiler

tromboza neden olabilecegi gosterilmistir (47, 48).

2.4.2. MHC-1 Ekspresyonunda Artma

JDM patogenezinin erken donemlerinde gerceklesen bir diger 6nemli olay da
kas liflerinin 6zellikle sarkolemmasinda MHC-1 ekspresyonunun artmasidir. Bu olay
inflamatuvar hiicre infiltrasyonundan 6nce ger¢eklesmektedir (4, 49-51). Normal kas
hiicreleri MHC-1 eksprese etmezken JDM’de bu antijenler oldukg¢a yiiksek
miktarlarda eksprese edilirler. Miyofibrillerdeki MHC-1 asir1  ekspresyonu
katlanmamis veya yanlis katlanmis protein cevabi ile birlikte endoplazmik retikulum
stresine yol agar. Bu olay daha sonra Niikleer faktor kapa B (NF-kB) yolaginin
aktivasyonuna ve kas hasarina neden olur (49). Transgenik bir fare modelinde,
artmig MHC-1 ekspresyonu, tek basina, makrofaj infiltrasyonunun 6n planda oldugu
polimiyozite neden olmustur (52). Yine geng farelerde yapilan bir ¢alismada MHC-1
asir1 ekspresyonunun daha hizli ve ciddi patolojik bulgular ve kas zayifligina sebep
oldugu goriilmiistiir. Endoplazmik retikulum stres cevabinda gorevli genlerde

belirgin ve hizli bir artig, kas yapisiyla ilgili genlerde ise azalma saptanmustir (53).

2.4.3. Otoantikorlar

Otoantikorlar JDM’de siklikla pozitiftir. Hastalikla ilgili otoantikorlar temel
olarak iki alt grupta incelenir: Miyozit spesifik antikorlar (MSA) ve miyozit asosiye
antikorlar (MAA) (Tablo 2.1). MSA’lar genel olarak protein sentezine veya niikleer
transkripsiyona katilan sitoplazmik veya niikleer yapilara karsi geligir (Orn.
Aminoagil-tRNA sentetaz) ve bu otoantikorlar miyozite veya hastalik alt gruplarina
ozgiindiir. MAA’lar ise daha ziyade diger otoimmiin hastaliklarda veya ‘overlap’
sendromlarda goriilen otoantikorlardir. Eger serolojik testler uygulanirsa, farkl etnik

kokenlerde goriilme sikliklar1i degismekle beraber, JDM hastalarinin yaklasik



%70’inde bir veya daha fazla MSA veya MAA saptanabilir (32, 35, 54).
Otoantikorlarin klinik korelasyonlariin bir ¢ogu eriskin dermatomiyozit hastalariyla
paralellik gosterir. Ornegin anti-PM-Scl skleroderma benzeri bulgularla, anti-Jo-1
interstisyel akciger hastaligiyla ve diger kas dis1t bulgularla, anti-SRP agir
polimiyozitle ve anti-Mi-2 klasik JDM dokiintiisii ve daha hafif seyirli bir hastalikla
iligkilidir (27, 32, 55). Yapilan ¢alismalarda hem erigkinlerde hem de ¢ocuklarda
cesitli risk allellerinin bazi otoantikorlarla iligkili oldugu gdsterilmistir. Ornegin
HLA-DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 haplotipinin anti-PM-Scl ile, HLA-DRB1*04-
DQA1*03-DQBI1*03 haplotipinin anti-U1-RNP ile, HLAB*08-DRB1*0301-
DQA10501-DPB1*0101 haplotipinin ise anti-Jo-1 ile iliskili oldugu goriilmiistiir
(22, 28, 29, 32).

Tablo 2.1. Jiivenil dermatomiyozit ile iliskili otoantikorlar

MSA (Miyozit spesifik antikorlar) MAA (Miyozit asosiye antikorlar)
Anti Jo-1 Anti UI-RNP

Anti PL-12 Anti U3-RNP

Anti PL-7 Anti PM-Scl

Anti EJ Anti Ro

Anti OJ Anti La

Anti KS Anti Ku

Anti Ha Anti Topo

Anti Zo Yeni tammmlanmis

Anti Mi-2 Anti p155/140 (TIF-1gama)
Anti SRP Anti p140 (NXP2)

Anti HMGCR Anti MDA-5

Bunlarin diginda hastaligin patogenezi ile iliskili yakin zamanda bir¢ok yeni
otoantikor tanimlanmistir. 155kDa protein ya da TIF-1 (transcriptional intermediary
factor) gama proteine karst gelisen anti-pl155/140 veya anti-TIF-1gama, JDM
hastalarinin %23-29’unda saptanmis, daha ciddi cilt tutulumu ve lipodistrofi ile
seyreden hastaliga neden olan bir otoantikordur. Eriskinlerde kanser iliskili

dermatomiyozitle iligkisi gosterilse de, cocuklarda benzer bir birliktelik yoktur (56-




58). Niikleer matriks proteinine karsi olusan anti-p140 veya anti-NXP2 daha yliksek
kalsinoz riskine neden olan yeni tanimlanmis bir otoantikordur (56). Son olarak
hastalarin yaklagik %7’sinde saptanan anti-MDA-5 otoantikorunun histolojik ve
klinik olarak daha hafif kas tutulumu olmasina ragmen daha ciddi cilt iilserleri, oral

iilserler ve interstisyel akciger hastaligi ile birliktelik gosterdigi gortilmiistiir (59).

2.4.4. inflamasyon

Vaskiilopati ve artmis MHC-1 ekspresyonu sonrasi JDM kaslarinda 6zellikle
perimisyal ve perivaskiiler alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu meydana
gelmektedir. Bu inflamasyonda plazmositoid dendritik hiicreler baskin olmakla
birlikte CD4 (+) T lenfositler, Th17 hiicreler, B hiicreleri ve makrofajlar
bulunmaktadir (60). Bu lezyonlarda aktif plazmositoid dendritik hiicrelerin baskin
olmasi, hastaligin karakteristik 6zelligi olan tip-1 interferon yanitina ve buna baglh
biiylik miktarda interferon iligkili gen ifadesine ve kemokin iiretimine neden olur (61,
62). Tip-1 interferon ile indiiklenebilen gen {irlinleri periferik kanda da artar ve
bunlarin miktar1 6zellikle hastaligin kas tutulumuyla korelasyon gostermektedir (62).
Tip-1 interferon yaniti, miyofibrillerde daha fazla MHC-1 ekspresyonu, T hiicre
yasaminin uzamasi, proinflamatuvar sitokin ve kemokinlerin [monokine induced by
gamma-interferon/ Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (MIG/CXCLY), Interferon-
inducible T-cell o. chemoattractant (I-TAC)/CXCL11, makrofaj inflamatuvar protein
(MIP), monosit kemoatraktan protein (MCP)-1 ve MCP-2] indiikklenmesi,
lenfositlerin inflamasyon sahasina gociline sebep olmasi ve anjiyostaz yaratmasi
nedeniyle hastalik progresyonunu devam ettirir (60, 62). TNF-a, IL-1a ve IL-1 gibi
diger pro-inflamatuvar sitokin ve kemokinler de kasi infiltre eden inflamatuvar
hiicreler, miyofibriller ve endotel hiicreleri tarafindan iiretilerek mevcut
inflamasyona katkida bulunurlar (9, 63).

T hiicreleri; B hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi antijen sunucu
hiicreler tarafindan sunulan antijenleri taniyan, antijene kars1 uygun yanitin verilmesi
ve diizenlenmesinden sorumlu olan, kazanilmis bagisiklik sisteminin 6nemli bir
pargasidir. Antijen sunumu MHC molekiilleri araciligi ile olur. MHC-I tarafindan

sunulan hiicre i¢i antijenler veya proteinler sitotoksik CDS8 (+) T hiicreleri tarafindan



taninir. Hiicre tarafindan endozomlarda islenmis hiicre dist patojenler veya hiicreye
ait peptitler MHC-II tarafindan CD4 (+) T hiicrelerine sunulur. Yardime1 T hiicreleri
sitokin sentez profiline ve bazi transkripsiyon faktdr ekspresyonuna goére Thl, Th2,
Th17, Th9 ve diizenleyici T hiicreleri (Treg) olmak iizere bes kategoride
incelenmektedir (64).

Thl hiicreleri temel olarak interferon-y (IFN-y) salgilar, antijen sunan
hiicreler tarafindan sunulan antijenler ve hiicre i¢i patojenlerin temizlenmesinden
sorumludur. Bu hiicrelerden farkli olarak Th2 hiicreleri temelde IL-4, IL-5 ve I1L-13
salgilar. Bunlar ise hiicre dis1 patojenler ve parazitlerle miicadele eder. IL-12, Thl ve
IL-4, Th2 farklilasmasindan sorumludur (11). insanlarda ve hayvan modellerinde
yapilan ¢aligmalardan, Th1 hiicrelerinin hiicre aracilikli otoimmiin olaylarda (multipl
skleroz, Crohn hastalig1, romatoid artrit, kresentik glomerulonefrit) 6n planda oldugu
one siiriilmiistiir. Ayrica Th2 hiicrelerinin allerjik olaylardan esas gorevli hiicreler
oldugu diisiiniilmektedir (10, 11). Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalarda
fonksiyonel Thl yaniti olusturamayan hayvan modellerinde yine de otoimmiin
hastaliklar gelistirilebilmesi klasik diislincenin aksine otoimmiiniteden yalnizca
Thl’in sorumlu olmadigini dislindiirmiistir. Bu gozlemden sonra yapilan
arastirmalarda Th17’nin de otoimmiinitede dnemli rolii oldugu 6ne siiriilmistiir (12,
65). Th17 hiicreler ve Treg hiicreler inflamatuvar ortama gore degisken rol
alabilirler. IL-6 ve TGF-B varliginda denge Thl7 tarafina kayip inflamasyona
yatkinlik getirirken sadece TGF-B varliginda denge Treg tarafina kayar ve
inflamasyonun Oniine geg¢ilir (66). Th17 nin stabil kalmasini saglayan IL-23’tiir. IL-
23 yokken IL-6 ve TGF-B naiv T hiicreden Th17 doniisiimiinii saglayabilir fakat
Th17 hiicrelerin gérevlerini yerine getirebilmeleri, cogalmalar1 ve patojenik rollerini
yapabilmeleri i¢in IL-23 gereklidir (64, 67). IL-23’lin p19 alt {initesinin olmadig1
hayvan modellerinde Th17 yanitinin azaldigi ancak Thl yanitinin normal oldugu
saptanmistir. Bu hayvan modellerinin otoimmiin ensefalit, multipl skeroz veya
romatoid artrit gelisimine karsi direngli olduklari bulunmustur. Bu goézlem
otoimmiinitenin gelisiminde Th17 aksinin, Th1’den daha 6nemli oldugu sonucunu
dogurmustur (67). Bagka bir ¢alismada IL-23 ortamda yokken Th17 hiicrelerin IL-12
ile muamele edildiginde Thl hiicrelerin ana sitokini olan IFN-y’y1 {iretmeye

basladig1 gosterilmis bu da Thl7 hiicrelerin plastisitesi hakkinda ¢ok Onemli
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ipuglarini ortaya koymustur (68). Th17 hiicreleri, IL-17 iiretimiyle IL-6, IL-1 ve TNF
gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin, CXCL1, GCP-2 ve IL-8 gibi pro-inflamatuar
kemokinlerin salinimina yol acarlar. Bu inflamasyon aracilari1 basta ndtrofiller olmak
tizere farkli l6kosit alt tiplerinin ortamda c¢ogalmasina yol agarak hedef organ
hasarin1 baglatirlar (69). Th17 hiicrelerinin miyozitlerdeki 6nemi ilk kez 2003’te
yapilan bir calismaya dayanmaktadir. insan miyeloblastlarinin ve kas drneklerinin
tek basina IL-17 ve IL-17 ile IL-1p kombinasyonuyla uyarildiklarinda olusan IL-6 ve
CCL20/MIP3a  iiretiminin  karsilastirildigt  ¢alismada, IL-17 ve IL-1B
kombinasyonunun daha fazla iiretim ve sonucta daha fazla hasara yol actigi
gosterilmistir (70).

Yardimer T hiicre ailesinin bir diger iiyesi de diizenleyici T hiicreleridir
(Treg). Efektor T hiicreleri inflamasyona yol agarken, Treg hiicreleri inflamasyonu
kontrol altina almakla sorumludur. Treg hiicreleri bir transkripsiyon faktorii olan
Foxp3 ekspresyonu ile ayirt edilirler. Timusta iiretilen dogal Treg hiicrelerinin
disinda, naiv T hiicrelerinden periferde TGF-B uyarisiyla doniisen, indiiklenebilir
Treg hiicreleri de mevcuttur. Gen ekspresyon paternleri arasinda farklar olsa da, bu
iki hiicre alt popiilasyonu arasinda fonksiyonel fark bulunmamaktadir (64). Treg
hiicreleri ‘self-tolerans’ saglamasi ve oto-reaktif efektor T hiicrelerini baskilamasi
nedeniyle otoimmiin hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Foxp3
eksik farelerde yapilan bir ¢calismada ¢oklu organ tutulumuyla giden ve asir1 efektor
CD4(+) T hiicreleri ve pro-inflamatuvar sitokinlerin eslik ettigi bir otoimmiin
inflamasyon olustugu gosterilmistir (71). insanlarda da Foxp3 mutasyonunun IPEX
(Immiin fonksiyon bozuklugu, Poliendokrinopati, Enteropati, X’e bagl kalitim)
sendromu olarak adlandirilan ¢oklu organ tutulumu ile seyreden otoimmiin bir
hastaliga sebep oldugu gosterilmistir (72). Treg hiicrelerinin tim bu etkileri goz
ontine alindiginda ideal bir tedavi hedefi olabilecegi diisliniilmiistiir fakat yapilan
caligmalarda Treg hiicrelerinin de ortama bagl olarak plastisite gosterdikleri, IL-6 ve
TGF-B varliginda IL-17 iiretmeye basladigi hatta bazi durumlarda efektor T hiicreleri
gibi IFN-y lrettigi gosterilmistir (73, 74). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada,
aktif JDM hastalarinin periferik kanindan ayrilan Foxp3+ Treg hiicrelerinin in vitro
sartlarda efektor T hiicrelerini baskilama kabiliyetlerinin remisyondaki JDM

hastalarmma gore daha az oldugu gosterilmis, aktif hastalik durumunda Treg
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hiicrelerinde fonksiyon kaybi yasandigi belirtilmistir (75). Bu calismalar Treg
hiicrelerinin hi¢ de stabil olmayan bir fizyolojisi oldugunu gostermis ve tedavi hedefi

olmalar1 konusundaki heyecani azaltmistir.

2.4.5. Diger Faktorler

Miyofibrillerin apoptozunun regiilasyonunda bozulma da patogenezde One
stiriilen mekanizmalardandir. JDM hastalarinin kas biyopsilerinde Bcl2 proteininin
asir1 eksprese edildiginin gdsterilmesi, apoptoz yolaginin belirtegleri olan TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase biotin—dUTP nick end labeling) pozitif kas
cekirdeklerinin ve kaspaz 3’lin goOsterilmesi bu mekanizmanin en Onemli
kanitlarindandir (76, 77).

Mikrokimerizm hastalik patogenezinde tartisilan bir diger mekanizmadir.
JDM hastalarmin periferik kaninda ve kas orneklerinde sadece hastanin degil aym
zamanda maternal kaynakli inflamatuvar hiicrelerin de gosterilmesi bu durumu
desteklemektedir. Mikrokimerik hiicrelerin JDM hastalarinda saglikli kardeslerine
gore daha fazla miktarda oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin ‘graft versus host’
benzeri bir etkiyle ¢esitli otoimmiin hastaliklara yol acabilecegi diisiiniilmektedir (75,
78).

JDM patogenezi ile ilgili baglica mekanizmalar Sekil 2.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Jiivenil dermatomiyozitin patogenezi
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Sekil 19 nolu kaynaktan aktarilmistir.

2.5. Klinik Bulgular

Klasik JDM tanidan 3-6 ay once halsizlik, yorgunluk, kas gii¢siizliigii, ates ve
dokiintliniin saptandig1 sinsi baglangicl bir hastaliktir. Bulgularin ortaya ¢ikis hizi
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degisken olmakla birlikte, hastalarin yaklasik {igte birinde ilerleyici kas gligsiizliigii
ve agr1 daha ani baslar (19) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Jiivenil dermatomiyozitin klinik bulgular:

Bulgular Goriilme sikhigi (%)
Cabuk yorulma 80-100
Malar dokiintii 42-98
Ilerleyici proksimal kas giigsiizliigii 82-96
Klasik dokiintii (heliotrop veya Gottron papiilii) 35-91
Periungal tirnak yatag: kapiller degisiklikleri 80-91
Kas agris1 ve hassasiyeti 25-73
Lenfadenopati 8-75
Artralji 25-66
Ates 16-65
Artrit 10-65
Disfaji, disfoni 17-44
Dispne 5-43
Gastrointestinal bulgular 5-37
Odem 11-32
Kas kontraktiirleri 9-27
Kalsinoz 3-23
Cilt ulserleri 6-23
Hepatomegali 3-20
Anoreksi 18
Splenomegali 10-15
Ozgiin olmayan dokiintii 10-15
Gingivit 6

Tablo 19 nolu kaynaktan uyarlanmistir.
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2.5.1. Konstitiisyonel Belirti ve Bulgular

Hastaligin baslangicinda genellikle 38°C-40°C ates goriiliir. Hasta ¢ocukta
cabuk yorulma ve muhtemelen kas giligsiizliigii erken donemde ortaya ¢ikar.
Arkasindan halsizlik, istahsizlik ve kilo kaybi goriilebilir. Aileler siklikla hastanin
huzursuz oldugunu, kaba motor becerilerde bozulma, motor gelisim basamaklarinda

gerileme oldugunu fark ettiklerini belirtirler (19).

2.5.2. Kas-iskelet Sistemi Bulgulari

Kas giicsiizliigli simetrik ve proksimal baglangichidir. Hastalar omuz-pelvik
kusag1 kaslarindaki zayifliga bagli olarak elbise giymekte, saglarini taramakta,
oturup kalkmakta ve merdiven ¢ikmakta zorlanirlar. Fizik muayenede omuz ve kalga
bolgesindeki proksimal kaslarda, boyun fleksorlerinde ve karin kaslarinda zayiflik
saptanir (79). Etkilenen kas hassastir, kasin iizerindeki ciltte 6dem goriilebilir.
Fonksiyonel kas muayenesinde hasta oturdugu yerden kendi iizerine tirmanarak
kalkar (Gowers bulgusu). Ilerleyen donemlerde distal kaslar da etkilenebilir.
Dramatik gii¢siizliige ragmen derin tendon refleksleri genellikle korunmustur.
Farengeal ve palatal kas tutulumuna bagli yutma fonksiyon bozuklugu, disfoni,
aspirasyon riski mevcuttur (80). Hastaligin takibi ve tedavi yanit1 degerlendirilirken
kas enzimlerinin serum diizeyleri yeterli olamamaktadir, dolayisiyla her kontrolde
kas kuvveti muayenesinin standart olarak ayni Olciitlerle degerlendirilmesi c¢ok
onemlidir. Boyun fleksorleri, omuz abdiiktorleri, bilek fleksor ve ekstansorleri, kalga
fleksor, ekstansor, abdiiktor ve addiiktorleri, diz fleksor ve ekstansorleri, ayak bilegi
plantar fleksorleri degerlendirilmesi gereken kas gruplaridir. Hastaligin standart
olarak degerlendirilebilmesi i¢in gelistirilmis, gecerliligi ve hastalik aktivitesi ile
korelasyonu ispatlanmis Olgeklere sunlar O6rnek verilebilir: CMAS (Childhood
Mpyositis Assessment Scale), MMTS8 (Manual Muscle Testing), DAS (Disease
Activity Scale) ve CHAQ (Childhood Health Assessment Questionnaire) (81-85).

Bazi JDM hastalarinda artralji veya gecici, hasar birakmayan hafif artrit
goriilebilir. Tse ve ark. 80 JDM hastasinin %61’inde artrit saptamig, bu vakalarin

%67’s1 oligoartikiilerken %33’linde poliartikiiler tutulumun 6n planda oldugunu



15

gostermistir (86). Erken donemde saptanan fleksiyon kontraktiirlerinin sinovitten ¢ok
miyofasiyal inflamasyonun sekeli olacag: diistiniilmelidir. Persistan artrit goriilmesi
durumunda ayirict tanida mikst bag dokusu hastaliklar1 gibi ‘overlap’ sendromlar

akla gelmelidir.

2.5.3. Cilt Bulgular

Hastaligin en tipik cilt bulgular iist géz kapaginda heliotrop renk degisikligi,
el eklemleri iizerindeki Gottron papiilleri ve diger bolgelerdeki Gottron bulgusu,
periungal eritem ve tirnak yatagi kapiller degisiklikleridir. Hastalarin yaklasik
%75’inde hastaligin baglangicinda patognomonik cilt lezyonlar1 mevcuttur (19, 87).
Heliotrop dokiintii pembe-mor renkte iist gozkapagini kaplayan sinirlar belirsiz renk
degisikligidir. Gottron papiilleri simetrik, eklemlerin ekstansor yiizlerinde parlak,
eritematdz hipertrofik plaklardir. Siklikla proksimal interfalengeal eklemler iizerinde
bulunurlar. Tirnak yatagi degisiklikleri hastalarin neredeyse tamaminda goriilebilen,
tirnak yatagi kapillerlerinin etrafinda telanjiektaziler, halka halini almis damarlar,
tromboz, kanama, tortiyosite ve tirnak yatagini besleyen damarlarda azalma olarak
tanimlanabilir (88, 89).

Hastalarin yaklasik %350’sinde 1s18a duyarlilik mevcuttur. Bu hastalarda
giines goren viicut kisimlarinda malar dokiintii, goglis st kisminda V seklinde
kizariklik, ylizde eritem, esarp benzeri dokiintii goriilebilmektedir (90). Isiga
duyarliligin hastaligin patogenezinde rol aldigin1 gosteren ¢aligmalar da mevcuttur
91).

Bunlarin disinda ciddi hastalik gostergesi olan diger iki cilt bulgusu kalsinoz
ve cilt llserleridir. Her iki bulgu da hastaligin baslangicinda pek belirgin olmayip
ilerleyen donemlerde ortaya ¢ikar. Hem kalsinoz hem de iilserasyonlarin belirli
otoantikorlarla birlikteligi olup, kotii prognozla iliskilidir (19, 59, 92). Hastaligin cilt
tutulumunu degerlendirmek i¢in DAS ve CAT (Cutaneous Assessment Tool)

kullanilabilir (85, 93).
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2.5.4. Akciger Tutulumu

Orta-agir etkilenmis hastalarda solunum kaslarindaki zayifliga bagli olarak
restriktif tipte akciger hastaligi goriilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada JDM
hastalarinin ~ yaklasik  %50’sinde  asemptomatik akciger tutulumu oldugu
gosterilmistir (94). Tansley ve ark. anti-MDA-5 pozitif hastalarda interstisyel akciger
hastaligr goriilme oraninin diger JDM hastalarina gore daha fazla oldugunu

gostermislerdir (59).

2.5.5. Lipodistrofi

Lipodistrofi, 6zellikle viicudun {iist yarisini ve ylizii etkileyen, cilt alt1 ve
viseral yag dokusunun yavag fakat ilerleyici kaybiyla ortaya ¢ikan bir bulgudur. Pope
ve ark. JDM’nin lipodistrofi ile birlikte goriilen en sik sistemik otoimmiin hastalik
oldugunu bildirmistir (95). Lipodistrofi hastaligin baslangicinda ¢ok sik olmayip
ilerleyen hastalikla birlikte goriilmeye baslar. Kalsinoz, kas atrofisi, eklem
kontraktiirleri, ylizde dokiintii, cilt tutulumu ve tirnak yatagi kapiller yogunlugunda
azalma lipodistrofi riskini artiran faktorlerdir (19, 96). Tansley ve ark. yeni
tanimlanan anti-NXP2 pozitif hastalarda kalsinoz ve lipodistrofinin daha sik

oldugunu gostermislerdir (92).

2.6. Tam

Hastaligin tanis1 Bohan ve Peter kriterlerine gore konulmaktadir (97, 98)
(Tablo 2.3). Karakteristik cilt dokiintiisiiniin (Gottron papiilii veya heliotrop dokiintii)
yaninda iki kriterin daha olmas1 ‘olas1t JDM’, karakteristik dokiintiiniin yaninda {i¢
kriterin daha olmasi ‘kesin JDM’ tanisi i¢in gereklidir. Simetrik kas gli¢siizliigii ve
cilt dokiintiisii neredeyse her zaman mevcutken diger kriterler tantya laboratuvar
destek saglarlar. Glinlimiizde uyluk kaslarinin manyetik rezonans goriintiilemesi
(MRQG) ile yag baskili T2-agirlikli sekanslarda simetrik kas 6deminin gosterilmesi,
JDM tanisinda elektromiyografinin (EMG) yerini almaya baglamigtir. Bu bulgularin

kas inflamasyonunu gostermedeki duyarliligi yiiksek olmakla beraber, diger



17

miyopatiler ve miiskiiler distrofilerde de MRG’de 6dem goriilebilecegi icin
ozgiilliighi distiktir (99). Kas biyopsisi, 0Ozellikle cilt bulgularimin olmadigi
hastalarda, miyoziti gdstermek i¢in gereklidir (100).

Tablo 2.3. Jiivenil dermatomiyozit Bohan ve Peter tam kriterleri (97,98)

1. Simetrik proksimal kas gii¢siizliigli

2. Karakteristik cilt degisiklikleri: Goz kapaklarinda heliotrop dokiintii, periorbital
O0dem, eklemlerin ekstansor ylizeylerinde (metakarpofalengeal, proksimal
interfalengeal eklem, diz, dirsek ve bileklerin dis yiizlinde) eritematdz papiiller

(Gottron papiilii)

3. Kas enzimlerinden bir ya da daha fazlasinin serum diizeyinin ylikselmesi
(kreatin kinaz (CK), aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH),
aldolaz)

4. Elektromiyografik olarak miyopati ve denervasyonun gosterilmesi

5. Kas biyopsisi (nekroz, kas lifi boyut farkliligi, perifasikiiler atrofi, dejenerasyon
ve rejenerasyon, Ozellikle perivaskiiler alanda olmak iizere mononiikleer hiicre

infiltrasyonu)

2.7. JDM ve Kas Biyopsisi

Kas biyopsisi inflamatuvar miyopatilerin degerlendirilmesinde kullanilan
vazgecilmez tani gereclerinden biridir. Karakteristik deri dokiintlisii olmayan
hastalarda, hastaligin aktivitesinin degerlendirilmesinde, tedavi yaniti alinamayan
hastalarda diger miyopatilerle ayirici tan1 yapilmasinda ve histopatolojik bulgulara
gore hastalik alt tiplendirilmesinde 6nemli bilgiler sunar.

Wedderburn ve ark. 2007 yilinda JDM hastalarinin kas biyopsilerinin standart
bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in bir skorlama araci 6ne stirmiisler, Varsani ve
ark. da bu skorlama aracinin hastaligin klinik parametreleri ile iligkili oldugunu, hem
tan1 amacli hem de hastaligin ciddiyetini belirlemek amaciyla kullanilabilecegini
gostermislerdir (101, 102). Bu skorlama sisteminde kas biyopsisi bulgular1 genel

anlamda dort ana baslikta incelenmektedir.
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Kas lifi bulgular

JDM hastalarinda patolojik bulgular genel olarak perifasikiiler alanda
belirgindir. Perifasikiiler alanda hem tip I hem de tip II kas liflerini etkileyen atrofi
bulunmaktadir. Bu atrofi genellikle inflamasyonun eslik etmedigi kapiller hasarina
bagli olusur. Beraberinde hem perifasikiiler hem de fasikiil igerisindeki alanlarda kas
liflerinde bazofili, rejenerasyon, dejenerasyon, nekroz, belirgin niikleuslar
saptanabilir. Normal kas liflerinde ¢ekirdekler hiicrenin periferinde bulunurken, JDM
kaslarinda yaklagik olarak kas liflerinin %3’iinden fazlasinda internal niikleuslar
dikkati c¢ekmektedir. Kas liflerinin ¢aplar1 arasinda da farklar olusmaktadir.
Etkilenen alanda immiinohistokimyasal olarak neonatal miyozin pozitifligi
goriilebilir. Hastaligin patogenezinde de yer alan MHC-I ekspresyonunda artma
immiinohistokimyasal incelemede hem sarkolemmal hem de sarkoplazmik artmis

boyanma seklinde goriilmektedir (101, 102).

Damar hasari bulgular

Damar hasarina bakildiginda, JDM hastalarinin kas biyopsilerinde endotelyal
hiicrelerde sisme, limende daralma veya tamamen kapanma, kas lifleri arasindaki
kapillerlerde kayip dikkati ¢cekmektedir. Bu bulgular JDM’nin bir ‘kiigiik damar
vaskiilopatisi’ oldugunu dogrulamaktadir. Her ne kadar eriskin dermatomiyozitinde
JDM kaslarindan daha sik goriilse de, kas lifi grubunun infarktt da JDM skorlama

aracinda yerini almistir (101, 102).

Inflamasyon ile ilgili bulgular

Kas dokusunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu hastaligin en Onemli
mekanizmalarindan biridir. Bu infiltrasyonlar siklikla perimisyal ve perivaskiiler
alanda yogunlagmaktadir fakat baz1 hastalarda endomisyal alanda da hiicre
infiltrasyonu goriilebilmektedir. Skorlama araci inflamasyon bdliimiinde CD3 (+) T

hiicreleri ve CD68 (+) makrofajlarin endomisyal, perimisyal ve perivaskiiler
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infiltrasyonlarin1 degerlendirmektedir. Hastaligin patogenezinde 6nemli yer tutan B

hiicreleri ve plazmositik dendritik hiicreler skorlama aracina dahil edilmemistir.

Fibroz

Etkilenen kaslarda hem perimisyal alanda hem de endomisyal bolgelerde

fibroz saptanmaktadir (101, 102).

Viziiel analog skala (VAS)

Skorlama arac1 son olarak patologun kasin tamami hakkindaki yorumunu, 0-
10 puan arasinda degerlendirebilecegi VAS yardimiyla degerlendirmektedir. VAS
skorunun hem klinik parametreler hem de histopatolojik bulgularla en kuvvetli
korelasyonu gosteren degerlendirme bulgusu olmasi, JDM kaslarin1 degerlendirmede
deneyimli bir patologun ne kadar énemli oldugu gergegini gozler oniline sermektedir

(101, 102).

2.8. Tedavi

JDM tedavisinin temelini yiiksek doz oral kortikosteroid tedavisi olusturur.
Steroid tedavisinin yan etkilerini azaltmak, hastalik aktivitesi, mortalite ve
morbiditeyi en aza indirmek icin gerekli durumlarda diger immiinsiipresif tedaviler
de kullanilabilmektedir (Tablo 2.4).

Hastaligin baglangicinda hizli kontrol saglamak i¢in uygulanan intravendz
10-30 mg/kg/giin metilprednizolon tedavisi sonrast oral 1-2 mg/kg/giin giinliik
prednizon tedavisi ve cilt alti veya oral metotreksat tedavisi ilk basamak tedavi
olarak genel kabul goérmiistiir (22, 103, 104). Bunun yaninda hizli seyirli ve ciddi
hastalilk durumlarinda kullanilabilecek ikinci basamak ilaglar intravenoz
immiinglobulin (IVIG), siklosporin, azatiyoprindir (22). Tedaviye yaniti olmayan
hastalarda aylik siklofosfamid tedavisinin, alt1 ayin sonunda kas giicii, kas enzimleri,

kas dis1 bulgular gibi hastaligin aktivite bulgularmin tamaminda diizelme veya
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iyilesme sagladigr gosterilmistir (105). Yine ritiiksimab, mikofenolat mofetil ve
takrolimus da tedavide faydasi gosterilmis ajanlardir (106-108).

Ilag tedavisinin yaninda hastalara mutlaka fizyoterapi programi uygulanmali,
giinesten korunma ve gerektigi durumlarda giines koruyucu kullanilmasi 6nerilmels,
steroid tedavisi ve kas zayifliginin kendisinin ortaya ¢ikarabilecegi kemik
etkilenmesinin Oniine gecilebilmesi icin kalsiyum ve D vitamini destegi

saglanmalidir.

Tablo 2.4. Jiivenil dermatomiyozitte tedavi secenekleri

Birinci basamak tedaviler

Prednizon 1-2 mg/kg/giin
Metilprednizolon 10-30 mg/kg/giin IV bolus
Metotreksat 15 mg/m®/hafta
Destek tedaviler
Hidroksiklorokin 3-6 mg/kg/giin
Fizyoterapi
Glines 151¢1ndan korunma

Cilt dokiintiisii i¢in topikal tedaviler

ikinci basamak tedaviler

IVIG 1-2 gr/kg/ay
Siklosporin 2,5-7,5 mg/kg/giin
Azatiyoprin 3-5 mg/kg/giin

Kombinasyon tedavisi

Uciincii basamak tedaviler

Siklofosfamid 500 mg/m*/ay bolus
Mikofenolat mofetil 30-40 mg/kg/giin
Takrolimus 0,1-0,25 mg/kg/giin
Rituksimab

Anti-TNF ajanlar

Kombinasyon tedavisi

Tablo 22 nolu kaynaktan uyarlanmistir.
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2.9. Calismanin Amaci

Gelisen teknoloji ve artan ilgi ile birlikte otoimmiin ve otoinflamatuvar
kokenli romatolojik hastaliklarda yeni hedef hiicreler, proteinler, belirte¢ molekiiller
ve patogenetik yolaklar ¢ok hizli bir sekilde tanimlanmaya devam etmektedir.
Patogenez basamaklar1 aydinlandik¢a, hedefe yonelik tedavi segeneklerinin de
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Bu ¢alismanin amaci; jiivenil dermatomiyozit
hastalarimin kas biyopsilerindeki yardimer T hiicre alt tiplerini, bunlarin hastalik
patogenezindeki yerini tanimlamak; hastaligin esas hedef organlarindan biri olan
kastaki inflamatuvar ortamda bulunan hiicreleri ve bunlarin birbirleriyle olan
iligkilerini ortaya koymak, bulgularin klinik ile korelasyonunu kurmak, olas1 hedef

hiicre ve yolaklar1 saptamaya c¢aligmaktir.

3. HASTALAR, GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Hastalar

Kesitsel bir aragtirma olan bu ¢aligmaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglhigi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk Patoloji Unitesi’nde
01.01.1999-01.01.2015 tarihleri arasinda kas biyopsisi ve Bohan-Peter kriterleri ile
jiivenil dermatomiyozit tanist alan, ¢alisma icin yeterli arsiv dokusu olan 18 yasindan
kiigiik hastalar dahil edilmistir. Hasta grubu i¢in 30 hasta tespit edilmis, dort hasta
cesitli sebeplerle (yeterli doku bulunmamasi, parafin bloklama yapilmasi, tani
uygunsuzlugu) calisma dis1 birakilmistir. Toplam 26 hasta ile ¢caligma yiiriitilmiistiir.

Calismaya dahil edilen hastalarin dosyalar1 ve hastane kayitlar1 incelenerek
hastalarin cinsiyeti, dogum tarihi, basvuru sikayetleri, hastalik baslangic muayene
bulgulari, sikayetlerin baglama tarihi, biyopsi tarihi, bulunabildigi kadariyla biyopsi
yapilan tarihteki kuadriceps femoris kas giicii (MRC skoru), Gowers belirtisi, aktif
cilt lezyonu, kalsinoz, cilt tlseri varligi, akciger bulgulari, kalp tutulumu,
gastrointestinal tutulum, serum kreatin kinaz (CK) ve laktat dehidrojenaz (LDH)
diizeyi, eritrosit sedimentasyon hizi, hemoglobin ve beyaz kiire sayisi, biyopsi oncesi

tedavi durumu ve izlemde uygulanan tedaviler kaydedildi.
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3.2. Histopatoloji

Hastalarin kas biyopsi materyallerine ait donmus dokular1 pediatrik patoloji
arsivinden bulundu. Her dokudan Thermo Shandon marka kriyostat ve Leica marka
bicak kullanilarak IsoTherm adheziv polilizinli lam {izerine, her lamda iki kesit
bulunacak sekilde 5 mikrometre kalinliginda 12’ser seri kesit alindi. Seri kesitlerden
birine Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi yapildi. Seri kesitler numaralandirilarak
2 saat oda 1sisinda kurutuldu, sonrasinda aliiminyum folyo ile sarilarak kullanilacag:

gline kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1. Immiinohistokimyasal Boyama

Hastalarin kas biyopsilerine CD3, CD20, CD138, CD68, 1L-17, Foxp3, IFN-
y, IFN-alfa, IL-10 ve IL-4’e kars1 gelistirilmis primer antikorlar kullanilarak
streptavidin-biotin peroksidaz yoOntemiyle immiinohistokimyasal boyama yapildi
(Tablo 3.1.). Primer antikorlarin ideal diliisyonlarint saptamak i¢in pozitif kontrol
olarak dondurulmus normal tonsil dokusu kullanildi. Tiim antikorlarla yapilan
boyamalarda negatif kontrol olarak fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS) kullanildi.
Antikorlar standardize edildikten sonra JDM biyopsilerinden rastgele biri secilerek
tliim antikorlar ayni giin boyandi. Boyamalarin sorunsuz oldugu kesinlestirildikten
sonra diger hastalarin biyopsileri her bir antikor i¢in toplu halde boyandi. Boyamaya
her glin ayni saatte baslandi ve glinde 2 antikor olmak iizere 25 lamda 50 kesit
boyandi.

Aliminyum folyoda -80°C’de muhafaza edilen kesitler sogutucudan
cikarildiktan sonra folyolar1 agilmadan 10 dakika boyunca ¢oziilmeleri beklendi,
ardindan 10 dakika %100 aseton ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasi kesitlerin etrafi
Dako Pen ile (Dako, Danimarka) ¢izildi. Kesitler 3 dakika PBS’te bekledikten sonra
endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 7 dakika %3’liikk hidrojen peroksit
(H20,) ile muamele edildi. Arkasindan 3 kez 3’er dakikalik PBS ile yikama yapilip,
kesitlerin lizerini kapatacak sekilde protein bloke edici soliisyon (Superblock,

Referans No: AAA125, ScyTek Laboratories, Utah, ABD) damlatilarak 20 dakika



23

beklenildi. Primer antikorlar antikor seyreltici soliisyonla (Normal Antibody Diluent,
Referans No: ABB125, ScyTek Laboratories, Utah, ABD) daha 6nceden belirlenen
derisimlerde karnistirilarak seyreltildi. Vorteks karistiricida primer antikor ve
seyreltici soliisyonun birbiriyle homojen karismasi saglandi. Protein bloke edici
antikor yikamadan silkilerek dokuyu kapatmaya yetecek kadar primer antikor
(yaklasik 35-40 pL) damlatildi. Oda 1sisinda nemli ortamda 1.5 saat bekletildi.

Bu siirenin sonunda tiim preparatlar PBS ile 15 dakika yikandi. Ardindan
genis spektrumlu ikincil antikor (UltraTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody,
Referans No: ABNI25, ScyTek Laboratories, Utah, ABD) soliisyonu dokularin
iizerini kapatacak sekilde damlatilarak oda sicakliginda ve nemli ortamda 15 dakika
bekletildi. Daha sonra HRP-Streptavidin (UltraTek HRP, Referans No: ABL125,
ScyTek Laboratories, Utah, ABD) sollisyonu preparatlarin iizerine damlatilarak oda
sicakliginda ve nemli ortamda 15 dakika daha bekletildikten sonra PBS igine
alinarak 15 dakika tutuldu.

DAB (3,3’-Diaminobenzidine) kromojen (DAB Chromogen, Katalog No:
TA-012-HDC, Thermo Scientific, Fremont, ABD) DAB substrat ¢ozeltisiyle (DAB
Substrate Buffer, Katalog No: TA-125-HDS, Thermo Scientific, Fremont, ABD) 1
damla:1 ml olacak sekilde seyreltildikten sonra tiim preparatlarin tizerine dokulari
kapatacak sekilde damlatildi ve 2 dakika sonunda preparatlar musluk suyunda
yikandi. Zemin boyamasi i¢in hematoksilen kullanildi. Preparatlar hematoksilen
icinde 20 saniye tutulduktan sonra musluk suyuyla yikanip asit alkol i¢inde 5 saniye
bekletildi, tekrar musluk suyunda yikamay1 takiben dehidrasyon i¢in %96’lik mutlak
alkolde iki dakika tutuldu. Alkolii uzaklastirmak i¢in preparatlar 2 dakika ksilol
icinde bekletilip Dako Pen izi silindikten sonra yapistirici (DPX Mounting Medium,
Katalog kodu: RRSP29/B, Atom Scientific, Manchester, UK) kullanilarak lamelle
kapatildi.
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Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlar
Antikor | Katalog no | Uretici firma Antikor tipi Diliisyon | Pozitif
adi orani kontrol
CD3 UCHT1 Novacastra, Fare, 1:100 Tonsil
UK monoklonal,
IgG1
CD20 18-0088 Invitrogen, Fare, 1:200 Tonsil
Clone L26 | Camarillo, ABD | monoklonal,
IgG2, kappa
CD68 M 0814, Dako, Fare, 1:500 Tonsil
Clone KP1 | Danimarka monoklonal,
IgGl, kappa
CD138 IR642, Dako, Fare, 1:200 Tonsil
Clone MI15 | Danimarka monoklonal,
IgGl, kappa
IL-17 ab79056 Abcam Inc., Tavsan, 1:250 Tonsil
Cambridge, ABD | poliklonal, IgG
Foxp3 ab20034 Abcam Inc., Fare, 1:100 Tonsil
Cambridge, ABD | monoklonal,
IgG1
IFN-y ab25101 Abcam Inc., Tavsan, 1:200 Tonsil
Cambridge, ABD | poliklonal, IgG
IL-10 ab34843 Abcam Inc., Tavsan, 1:750 Tonsil
Cambridge, ABD | poliklonal, IgG
IFN-02 | sc-73305 Santa Cruz Fare, 1:10 Tonsil
Biotechnology monoklonal,
Inc. California, IgGl
ABD
IL-4 NB100- Novus Sigan, 1:100 Tonsil
64799 Biologicals, monoklonal,
MP4-25D2 | Colorado, ABD IgGl
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3.2.2. Mikroskopik Degerlendirme

Hastalarin H&E, Gomori-trikrom, sitokrom-C-oksidaz (COX), siiksinik
dehidrojenaz (SDH), MHC-I, neonatal myozin ve CD31 boyali arsiv preperatlari
incelendi. Hastalarin biyopsileri skorlama aracindaki parametreler kullanilarak
inflamasyon bdliimii, vaskiiler boliim, kas lifi boliimii ve bag dokusu bolimii ayri
ayr1 skorlandi, her biyopsi skorlandiktan sonra patolog tarafindan VAS ile
degerlendirildi (Sekil 3.1).

Immiinohitokimyasal incelemede CD20, CD138, IL-17, Foxp3, IFN-y, IFN-
alfa, IL10 ve IL-4 icin skorlama aracinin inflamasyon boliimiinde uygulanan
kriterlerle ayni sekilde skorlama yapildi. Buna gore perimisyal, endomisyal ve
perivaskiiler bolgeler ayri1 ayr1 degerlendirildi. Her bolgede x20 biiylitmede
boyanmanin en fazla oldugu alanda 0-4 hiicrede pozitif boyanma ‘0’ puan; 4-20
hiicrede pozitif boyanma veya 1 adet hiicre kiimesi (yaklagik 10 hiicre veya daha
fazla) ‘1’ puan; 20’den fazla hiicrede ve biyopsi genelinde yogun pozitif boyanma
veya 2 ve daha fazla hiicre kiimesi ‘2’ puan olarak degerlendirildi. Daha sonra her bir
belirte¢ i¢in perimisyal, endomisyal ve perivaskiiler alanlarin puan1 toplandi.

Elde edilen puanlar ile skorlama aracinin alt birimlerinin skorlar
(inflamasyon boliimii 0-12 puan, vaskiiler bolim 0-3 puan, kas lifi boliimii 0-10
puan, bag dokusu boliimii 0-2 puan, VAS 0-10 puan ve total biyopsi skoru 0-27
puan) ve klinik parametreler arasinda korelasyon analizi yapildi.

Tiim mikroskobik degerlendirmeler Olympus BX51 marka 151k mikroskobu
kullanilarak  klinik bilgileri bilinmeksizin iki ayr1 arastirmaci tarafindan

degerlendirildi.



Sekil 3.1. Jiivenil dermatomiyozit kas biyopsisi skorlama araci

DOMAIN Score Definitions and Instructions
INFLAMMATORY DOMAIN
CD3+ endomysial infiltration 0,1;2 m| For each of endomysial, perimysial, perivascular
distributions, score for CD3+ infiltrating cells as
CD3+ perimysial infiltration 0,1,2 follows: if none, or <4 cells in %20 field = score 0; if
O >4 celis in a %20 field and/or 1 cluster (where a cluster
o 5 . . is approx 10 cells or more) = score 1; if >2 clusters in
CD3+ perivascular infiltration 0,1,2 O whcl;l[:a biopsy, and/or diffusely infiltrating cells (i.e.,
>20 cells in a x20 field) = score 2
CD68+ endomysial infiltration 0,1,2 O For each of endomysial, perimysial, perivascular
distributions, score for CD68+ infiltrating cells as
CD68+ perimysial infiltration 0,1,2 O follows: if none, or <4 cells in %20 field = score 0; if
i >4 cells in a 20 field and/or 1 cluster (where a cluster
. A > is approx 10 cells or more) = score 1; if >2 clusters in
SRS R A T 5 A2 O whgllz biopsy, and/or diffusely infiltrating cells (ie,
>20 cells in a 20x field) = score 2
VASCULAR DOMAIN
Capillary dropout NorY [0 Obvious and marked decrease in the density of
(Using stain for CD31) capillary network, not restricted to areas of
perifascicular atrophy. Absence = N, presence =Y
Arterial abnormality NorY O Mural thickening and/or endothelial swelling and/or
transmural inflammation in arteries/arterioles. Absence
=N, presence =Y
Infarction NorY O Well demarcated regional loss of muscle fiber nuclei
and loss of normal cytoarchitecture. Absence =N,
presence =Y
MUSCLE FIBER DOMAIN
MHC Class I over- expression NorY 0 fI-jresencehofMl-lC class I staining on or in muscle
ibers. Absence =N, presence =Y
Perifascicular atrophy 0,152 O Affecting >6 fibers out of 10 along one edge of a
fasciculus, not exclusive to type IIb fibers. Absent =
score 0. Present in one or 2 fascicles = score 1. Present
in 3 or more fascicles = score 2
Neonatal myosin Oorl | Less than 6 positive fibers in a x20 field = score 0: >6
(using stain for neonatal myosin) positive fibers in a xx20 field = score |
Fiber atrophy: non perifascicular NorY O Fiber atro?hy: m;n-psrifascicular (outside normal
variation for age). Absence = N, presence = Y.
Regeneration/ Degeneration /Necrosis: 0,1,2 0 Includes: focal basophilia within a fiber, vacuolation,
peri-fascicular myofibrillar rarefaction, and/or pallor,
Regeneration/ Degeneration /Necrosis: 0,1,2 myophagocytosis, acid phosphatase positive fibers.
non-peri-fascicular [0 For each of perifasciular and non-perifascicular, score
as follows. None = score 0. If any of the features in 1
or 2 fasciculi = score 1. If any of the features in 3 or
more fasciculi = score 2.
Internal myonuclei in non-basophilic Oorl ] Internal myonuclei in non-basophilic cells (in
otherwise normal fibers otherwise normal fibers) in 1 or more fasciculi
excluding myotendinous junctions. If <3% fibers =
score 0, If >3% fibers = score 1
CONNECTIVE TISSUE DOMAIN
Any endomysial fibrosis NorY O For fibrosis in each of endomysial and perimysial
distributions, score as follows: Absence = score N.
Any perimysial fibrosis NorY O Presence of any = score Y

VISUAL ANALOG SCALE FOR OVERALL IMPRESSION OF ABNORMALITY
0

10

no abnormality

much abnormality
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Sekil 101 nolu kaynaktan aynen alinmstir.

3.3. istatistiksel Yontemler

Verilerin analiz edilmesinde GraphPAD 6.0 kullanildi. Hastalarin demografik

ozellikleri icin ki kare, laboratuvar parametreleri ve hastalik siirelerini analiz etmek
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icin Mann-Whitney U testi ve Student’s t-Testi kullanildi. Immiinohistokimyasal
skorlama sonuglarinin korelasyonunu incelemek icin Spearman korelasyon analizi

kullanild1. p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

3.4. Etik Kurul Onay1

Calisma igin etik kurul onayr Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 24.12.2013 tarih ve GO 13/582-30 numarali

karar yazisiyla verilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Calismaya 26 JDM hastasi1 dahil edildi. Hastalardan 13’ (%50) kiz, 13’1
(%50) erkekti. Hastalarin sikayetlerinin baslama yasi ortalama 7,67+3,92 yil (aralik;
5 ay-16 yil), biyopsi anindaki ortalama yas1 8,72+3,96 yild1 (aralik; 1 yil-16 yil).
Sikayetlerin baslangicindan biyopsi yapilmasina kadar gecen siire ortanca 4 aydi
(IQR 2-21, aralik; 0 ay-85 ay). Kuizlarla erkekler arasinda sikayetlerin ortalama
baslangi¢ yasi (kiz: 8,00+1,15; erkek: 7,30£1,09; p=0,66), biyopsi anindaki yas (kiz:
9,60+1,07; erkek: 7,83+1,10 p=0,26) ve sikayetlerin baslangicindan biyopsiye kadar
gecen ortanca siire (kiz: 5 ay; erkek: 4 ay; p=0,59) acisindan fark yoktu.

4.2. Klinik ve Laboratuvar Bulgular

Hastalarin klinik ve laboratuvar bulgular1 i¢in biyopsi yapilacagi giiniin
oncesi ve sonrasindaki 15 giinli i¢ine alacak sekilde biyopsi tarihine en yakin
degerlendirme dikkate alindu.

26 hastanin 19’inin hastanemizde takip edilen hastalar oldugu, 7’sinin baska
merkezlerde takipli oldugu, ilinitemize sadece kas biyopsilerinin degerlendirilmek

tizere gonderildigi tespit edildi.
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Hastalarin 15’inin kas gii¢siizliigli ve kas agrisi, 8’inin cilt dokiintiisii, 2’sinin
yutma fonksiyon bozuklugu ve birinin de parmak ucunda yiiriime sikayetiyle doktora
bagvurdugu 6grenildi.

Biyopsi aninda 22 hastada aktif cilt tutulumu varken sadece bir hastada hic
bir cilt bulgusu yoktu. Cilt bulgusu olan hastalardan dokuzunda Gottron papiilii veya
bulgusu, dokuz hastada heliotrop dokiintii, bes hastada malar dokiintii, iki hastada
livedo retikiilaris, bir hastada Reynaud fenomeni, li¢ hastada periorbital 6dem
mevcuttu. Izlemde hastalardan besinde kalsinoz ve ikisinde cilt iilserleri gelismis
oldugu tespit edildi.

Dosyasinda kaydi bulunan 16 hastadan 15’inde Gowers belirtisi pozitifti.
Hastalarin kas giicii, kuadriseps femoris kasindan Medical Research Council (MRC)
skoruna gore bes iizerinden degerlendirilmis olup biyopsi anindaki ortalama kas giicii
3,64+1,20 (aralik, 1-5) olarak tespit edildi. Erkekler (ort. 3,42+0,48 puan) ve kizlar
(ort. 3,75+0,31 puan) arasinda kas giicii agisindan fark yoktu (p=0,57).

Pulmoner degerlendirilmesi yapilmis 14 hastadan ikisinde restriktif akciger
hastalig1 saptandi.

Kardiyak degerlendirilmesi yapilmis 15 hastadan bir hastada mitral kapak
prolapsusu, bir hastada patent foramen ovale, bir hastada eser mitral yetmezlik ve bir
hastada interventrikiiler septumda hipertrofi ve ventrikiiler ekstrasistol oldugu
gorildii.

Gastrointestinal degerlendirilmesi yapilan 12 hastadan ikisinde yutma
fonksiyon bozuklugu ve birinde hepatomegali mevcuttu.

Hastalarin biyopsi anindaki temel laboratuvar bulgulari Tablo 4.1°de
verilmistir. Hastalarin laboratuvar bulgulari agisindan kizlar ve erkekler arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.
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Tablo 4.1. Hastalarin biyopsi anindaki temel laboratuvar degerleri

Kreatin kinaz (CK; <171 U/l) 517,5 (IQR 307,2-3356)
Laktat dehidrogenaz (LDH; 240-480 U/I) 808.,5 (IQR 667,5-1644)
Sedimentasyon hizi (ESR; 0-20 mm/saat) 19 (IQR 13,5-25,5)
C-reaktif protein (CRP; 0-0,8 mg/dl) 0,29 (IQR 0,13-0,3)
Hemoglobin (g/dl) 12,0 (IQR 11,4-13.4)
Beyaz kiire (/mm”) 7450 (IQR 6275-8400)

IQR: Ceyreklikler aras1 mesafe (Interquartile range)

Biyopsi Oncesinde 13 hastaya EMG yapilmisti. Sekiz hastada miyopatik
bulgular, bir hastada miyotoni, bir hastada periferik sinir ve kasi etkileyen patoloji,
bir hastada proksimal kasi etkileyen akut denervasyon bulgulari oldugu goriildii. Iki
hastada normal elektrofizyolojik bulgulara rastlandu.

Hastalardan sadece birinde MAA ve MSA bakilmis, bu hastada ANA, anti-
RNP ve anti-Sm otoantikorunun pozitif oldugu saptanmisti. ANA bakilan diger
dokuz hastadan besinin ANA otoantikoru pozitifti.

Biyopsi oOncesindeki tedavi verisine ulasilan 16 hastadan birinin steroid
olmayan anti inflamatuvar ilag, ikisinin sadece steroid, birinin sadece IVIG, birinin
steroid ve IVIG, birinin steroid, metotreksat ve siklosporin, birinin steroid,
metotreksat, hidroksiklorokin, takrolimus, IVIG ve siklosporin tedavisi aldigi,
dokuzunun hi¢ tedavi almadig1 goriildii.

Tedavi verilerine ulasilan 17 hastanin hepsinde steroid tedavisi kullanilmas,
13 hastada metotreksat, sekiz hastada IVIG, bes hastada siklosporin A, ii¢ hastada
hidroksiklorokin, iki hastada kolsisin, dort hastada azatiyoprin, iki hastada abatasept
ve birer hastada takrolimus, infliksimab, etanersept, adalimumab, siklofosfamid,

rituksimab, risendronat, pamidronat tedavisi uygulanmisti.
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Hastalarin kas biyopsileri skorlama aracina goére skorlandiginda biyopsilerin
ortalama skoru 17,6+6,0 (aralik; 5-25; skorlama araci tepe skoru: 27), ortalama VAS
skoru 6,1+2,3 (aralik; 1,5-9) olarak bulundu.

Hastalarin biyopsileri incelenirken bazi hastalarda dejenerasyon, rejenerasyon
ve nekroz gibi kas lifi parametrelerinde siddetli etkilenme varken inflamasyonun
hafif oldugu, tersine inflamasyonun belirgin oldugu bazi hastalarda ise dejenerasyon,
rejenerasyon ve nekrozun daha az oldugu gozlendi.

Skorlama aracinin alt boliimlerinin (inflamasyon bdliimii, vaskiiler boliim,
kas lifi boliimii, bag dokusu bdliimii, VAS ve total biyopsi skoru) kendi aralarindaki
korelasyonlar degerlendirildiginde vaskiiler boliim skorlarinin, sadece VAS ve total
biyopsi skorlar1 ile iliskili oldugu, baska hicbir parametre ile korelasyon
gostermedigi goriildii. Diger boliim skorlarinin birbirleriyle ve VAS ile iliskili
oldugu saptandi. Patologun VAS degerlendirmesi tiim parametrelerle korelasyon
gosteriyordu. Hastalarin biyopsilerini skorlamak ic¢in kullanilan biyopsi skorlama

aracindaki parametrelere ait mikroskobik drnekler Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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i

Sekil 4.1. Biyopsi skorlama araci parametreler
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Sekil 4.1. A¢iklama: A. Perifasikiiler atrofi (oklar), B. CD3 (+) T hiicreleri (oklar),
C. CD68 (+) makrofajlar (oklar), D. CD31 ile kapiller yogunlukta azalma (ok) ve E.
Normal kapiller yogunluk, F. Nekrotik lif (ok), G. Damar anormallikleri, endotelde
sisme ve limenin kapanmasi (oklar) H. MHC-I ile hem sarkolemma (ok) hem de
sarkoplazmada (ok ucu) kontrole gore (I) artmis boyanma, J. Dejenere (¢entikli ok),
rejenere (ok), ve nekrotik lifler (ok ucu), K. Neonatal miyozin ile pozitif boyanma
(oklar), L. Perimisyal ve endomisyal fibroz (oklar). H&E: hematoksilen eozin, CD3:
T hiicre, CD68: Makrofaj, CD31: kapiller belirteci, NM: neonatal miyozin, MHC-I:
Major histocompatibility complex-1, Trikrom: Gomori-trikrom Biiyiitme: A: 4x, F
ve G: 20x, diger sekiller 10x

Inflamasyon boliimii skorlarmin vaskiiler béliim hari¢ diger tim béliim

skorlar1 ve VAS ile korele oldugu goriildii (Sekil 4.2., Tablo 4.2.).

Sekil 4.2. Inflamasyon béliimii skorlarimin diger béliim skorlariyla iliskisi
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Tablo 4.2. Kas biyopsilerinde skorlama aracimin alt béliimleri arasindaki

korelasyon
. Bag Total
Inflamasyon | Vaskiiler Kas lifi
dokusu biyopsi VAS
boliimii boliim boliimii
boliimii skoru
inﬂamasyon r=0,28 r=0,70 r=0,58 r=0,91 r=0,69
boliimii p=0,16 p<0,0001 p=0,002 p<0,0001 | p<0,0001
Vaskiiler r=0.28 r=0,34 r=0,28 r=0,43 r=0,55
boliim p=0,16 p=0,09 p=0,16 p=0,27 p=0,003
Kas lifi r=0,70 r=0,34 r=0,80 r=0,94 r=0,81
boliimii p<0,0001 p=0,09 p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001
Bag dokusu r=0,58 r=0,28 r=0,80 r=0,80 r=0,72
boliimii p= 0,002 p=0,16 p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001
Total biyopsi r=0,91 r=0,43 r=0,94 r=0,80 r=0,90
skoru p<0,0001 p=0,27 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
r=0,69 r=0,55 r=0,81 r=0,72 r=0,90
VAS
p<0,0001 p=0,003 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

Hastalarin arsiv preperatlariin yanisira yeni alinan kesitler incelendiginde
bazi1 biyopsilerde baslangicta biyopside kas lifleri ve inflamasyona ait bulgularin ¢ok
hafif ve fokal oldugu, ancak sonradan alinan yeni kesitlerde hastaligin tipik
histopatolojik bulgularinin (perifasikiiler atrofi, dejenerasyon, rejenerasyon ve
nekroz) belirginlestigi goriildii.

Hastalarin  arsiv ~ preperatlarindan COX ve SDH  boyamalar
degerlendirildiginde, etkilenen bolgelerde 6zellikle perifasikiiler lifler COX ile soluk
veya negatif boyanirken, SDH ile daha koyu boyanmaktaydi (Sekil 4.3.). Ug hastada
perifasikiiler liflerde degil, fasikiillerde mozaik paternde negatif boyanma vardi, iic

hastada tiim lifler COX pozitifti.
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COX, 10x

Sekil 4.3. Agciklama: A. COX-SDH boyamasinda perifasikiiler lifler COX negatif
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(lacivert renkli) (oklar), diger lifler COX pozitif. B. COX boyamasinda perifasikiiler
alandaki liflerde (ok) COX ile boyanma yok

4.3.1. inflamatuvar Hiicreler ve Sitokinler

Hastalarin kas biyopsilerindeki inflamatuvar hiicreleri gostermek amaciyla T
hiicreleri i¢in anti-CD3, B hiicreleri i¢in anti-CD20, plazma hiicreleri i¢in anti-
CD138, makrofajlar i¢in anti-CD68 primer antikorlari kullanildi. Biyopsilerin
%73’linde CD3 (+) T hiicreleri, %88’inde CD20 (+) B hiicreleri, %57 sinde CD138
(+) plazma hiicreleri ve hepsinde CD68 (+) makrofajlar mevcuttu.

Inflamatuvar hiicrelerin ii¢ farkli infiltrasyon paterni sergiledikleri goriildii.
(Sekil 4.4.). Iki hastada hiicrelerin folikiil benzeri biiyiik kiimeler olusturdugu, bu
kiimelerin etrafinda CD3 (+) T hiicreleri ve CD68 (+) makrofajlar, merkezinde ise
yogun CD20 (+) B hiicreleri oldugu saptandi. Bir grup hastada hiicrelerin ¢ok daha
kiigtik gruplar halinde perimisyal ve perivaskiiler alanlarda dokuyu infiltre ettigi
goriildli. Diger bir grup hastada ise hiicrelerin endomisyumda dagmik bir sekilde
infiltrasyon yaptig1 goriildii. Bir hastada ise hi¢ normal doku birakmayacak derecede
kas lifi harabiyeti oldugu goriildii

T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar ¢ogunlukla birlikte bulunurken,

plazma hiicreleri bu hiicre gruplarina ¢ok nadir eslik etmekteydi.



Sekil 4.4. Inflamatuvar hiicrelerin cesitli infiltrasyon tipleri

36



37

Sekil 4.4. Aciklama: A-D. Yogun folikiil benzeri tutulum, E-H. Kiigiik hiicre
kiimeleri, I-L. Endomisyum ve perimisyumda daginik sekilde inflamatuvar hiicreler,

M-P. Tiim kas dokusunu harap eden inflamasyon H&E: Hematoksilen eozin, CD3:
T hiicre, CD20: B hiicre, CD68: Makrofaj. Biiylitme: 20x

Inflamatuvar ortamin bilesenleri Sekil 4.5°te gdsterilmistir.

Sekil 4.5. Kas biyopsilerindeki inflamatuvar ortamin bilesenleri

o

(RN

Sekil 4.5. Aciklama: H&E: Hematoksilen eozin, CD3: T hiicre, CD20: B hiicre,
CD68: Makrofaj. Foxp3: Treg belirteci, CD138: Plazma hiicresi, Biiyiitme: 20x

CD3 (+) T hiicre skorlarmin diger hiicrelerle korelasyonu Sekil 4.6.’da
gosterilmektedir. T hiicre skorlarinin, B hiicre (r=0,68; p<0,0001), makrofaj (r=0,57;
p=0,003), IL-17 (r=0,51; p=0,007), skorlama aracinin inflamasyon boliimii (r=0,92;
p<0,0001) ve total biyopsi skorlartyla (r=0,79; p<0,0001) iligkili iken plazma hiicre,
Foxp3, IFN-alfa, IFN- y, IL-4 skorlariyla iliskili olmadig1 saptandi.
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Sekil 4.6. T hiicre skorlarinin B hiicre, makrofaj, IL-17, inflamasyon boliimii

ve total biyopsi skorlariyla iliskisi
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Diger inflamatuvar hiicrelerin birbirleriyle olan iligkisi Tablo 4.3.’te
verilmistir. Buna goére B hiicreleri, makrofajlar, skorlama aracinin inflamasyon
boliimii ve total biyopsi skorlar1 kendi aralarinda korelasyon gosterirken plazma
hiicrelerinin, inflamasyonun hicbir bileseni ile iligkili olmadigi goriildii.

Hastalardan sadece ikisinde, birkac¢ hiicrede IFN-alfa boyanmasi saptandi
(Sekil 4.7.). Bu iki hastanin da biyopsi bulgular1 agir, total biyopsi skoru 23°tii.
Hastalardan birinin 6 aylik tedavi sonrasi ilagla remisyonda oldugu digerinin klinik

takibinin olmadig: goriildii.



Tablo 4.3. inﬂamasyon bilesenlerinin birbirleriyle iliskisi

CD20(+) CD68(+) CD138(+) inflamasyon | Total
B hiicresi | Makrofaj | Plazma boéliimii biyopsi
hiicresi skoru skoru
CD20(+) r=0,69 r=0,20 r=0,78 r=0,73
B hiicresi p<0,0001 p=0,32 p<0,0001 p<0,0001
CD68(+) r= 0,69 r=0,02 r=0,82 r=0,83
Makrofaj p<0,0001 p=0,92 p<0,0001 p<0,0001
CD138 (+) r=0,20
Plazma p=0,32 r= 10,02 r=0,13 r=0,12
hiicresi p=0,92 p=0,54 p=0,58
inﬂamasyon r=0,78 r= 0,82 r=0,13 r=0,91
béliimii skoru | p<0,0001 p<0,0001 p=0,54 p<0,0001
Total biyopsi | r=0,73
skoru p<0,0001 r= 0,83 r=0,12 r=0,91
p<0,0001 p=0,58 p<0,0001
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Hastalarin biyopsilerinin higbirinde inflamatuvar hiicrelerde IL-4 boyanmasi
saptanmadi, ancak biyopsilerin etkilenmis bolgelerindeki rejenere kas liflerinde 1L-4

ile pozitif boyanma oldugu goriildii. (Sekil 4.8.)

Sekil 4.8. Kas liflerinde IL-4 ile pozitif boyanma

Sekil 4.8. Agiklama: A. Etkilenen () ve etkilenmeyen (*) alanlarda IL-4 ile farklh
boyanma, B. etkilenmemis alanda IL-4 negatif, C. etkilenen alanda kas lifi IL-4 ile

pozitif boyanma gosteriyor (oklar)
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IL-10 ile denenen tiim derisimlere ve farkli yontemlere ragmen ozgiin
boyanma elde edilemedigi i¢in IL-10 degerlendirmeye alinmadi.

Hastalarin %30’unda kas biyopsisinde Foxp3 pozitif hiicreler saptand: (Sekil
4.9.). Foxp3 pozitif olan ve olmayan hastalarin ortanca total biyopsi skorlar
(swrastyla 21,5 ve 18; p=0,11), ortanca CK diizeyi (sirasiyla 517,0 ve 903,0; p=0,33)
ve ortanca kas giici MRC puanlar1 (sirastyla 3 ve 4; p=0,87) arasinda istatistiksel
acidan anlaml fark yoktu. Foxp3 skorlarinin diger hiicre ve sitokinlerin skorlariyla
iligkili olmadig1 goriildii. Hasta dosyalarindan prognoz, tedavi cevabi gibi bilgiler

elde edilemedigi icin iki grup klinik olarak karsilagtirilamadi.

Sekil 4.9. inflamatuvar hiicrelerde Foxp3 ile pozitif boyanma

FoxA , 20x
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Hastalarin  %80’inde IFN-y ile pozitif boyanma saptandi. IFN-y
boyanmasinin yama seklinde oldugu, kas dokusunun etkilenmis kisimlarinda hem
inflamatuvar hiicrelerin, hem kas liflerinin, hem de endotel hiicrelerinin yogun bir
sekilde pozitif boyandigi, daha az etkilenmis alanlarda ise boyanma olmadigi
goriildii (Sekil 4.10.). IFN-y skorlarinin diger hiicre ve sitokinlerin skorlariyla iligkili
olmadig1 goriildii. Hastalarin biiyiik kisminda IL-17 ve IFN-y’nin ayni alanlarda
pozitif oldugu gozlendi.
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Sekil 4.10. Ac¢iklama: A,D. Etkilenen (f) ve etkilenmeyen (*) alanlarda IFN-y
boyanma farki, B. etkilenmemis alanda IFN-y negatif, C,E. etkilenen alanda

inflamatuvar hiicreler, endotel ve kas liflerinde IFN-y pozitif boyanma (oklar)

Hastalarin %92’sinde IL-17 ile pozitif boyanma saptandi. IL-17’nin boyanma
paterninin IFN-y ile benzer sekilde yama tarzinda oldugu, biyopsinin etkilenmis
kisimlarinda hem inflamatuvar hiicrelerin, hem kas liflerinin, hem de endotel
hiicrelerinin yogun bir sekilde pozitif boyandigi, daha az etkilenmis alanlarda ise
boyanma olmadig1 goriildii (Sekil 4.11). IL-17"nin negatif oldugu iki hastanin ayirt
edici klinik veya histopatolojik bulgusu yoktu. IL-17 skorlarinin T hiicresi, B hiicresi
ve skorlama aracinin inflamasyon boliimii skorlariyla korelasyon gosterdigi, diger

parametrelerle iligkili olmadig1 goriildii (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. Kas biyopsilerinde etkilenen alanlarda IL-17 ile yama seklinde

pozitif boyanma

A

Sekil 4.11. Aciklama: A. Etkilenen () ve etkilenmeyen (*) alanlarda IL-17 ile
boyanma farki, B. etkilenmemis alanda IL-17 negatif, C. etkilenen alanda IL-17

pozitif inflamatuvar hiicreler, endotel ve kas lifleri (oklar)
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Sekil 4.12. IL-17 skorlarimin T hiicre, B hiicre ve inflamasyon bdliimii

skorlariyla iliskisi
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Hastalarin  klinik parametreleriyle biyopsi bulgular1 karsilastirildiginda
biyopsi anindaki serum CK diizeyleri ile biyopsi parametrelerinin higbiri arasinda
korelasyon yoktu. Biyopsi anindaki kas giicii degerlendirmeleri (MRC skoru)
skorlama aracinin kas lifi boliimii, total biyopsi skoru, VAS ve CD68 (+) hiicre
skorlart ile negatif iliskiliyken CD3, CD20, IL-17, Foxp3, IFN-y ve inflamasyon
boliimii skorlart ile iliskili degildi (Sekil 4.13.).



47

Sekil 4.13. MRC skorlarinin histolojik parametrelerle iliskisi
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghigi ve Hastaliklart Anabilim Dali Cocuk Patoloji Unitesi’nde kas biyopsisi ile
tan1 almis 26 juvenil dermatomiyozit hastasinin kas biyopsilerdeki T hiicre alt
gruplar sitokinler ve yiizey belirtecleri ile tanimlanmig, inflamasyon ortamindaki
diger hiicreler immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir. Bu seri, simdiye
kadar Tirkiye’den bildirilmis en genis jlivenil dermatomiyozit histopatoloji

caligmasidir .
5.1. Hastalarin ozellikleri

Calismaya tlnitemizde kas biyopsisi ile JDM tanis1 konulmug hastalar dahil
edilmistir. Unitemiz .ocukluk ¢ag1 kas biyopsileri konusunda &nemli bir referans
merkezi olarak gorev almaktadir. Buna ragmen 15 yillik siire igerisinde sadece 30

hastaya kas biyopsisi ile JDM tanis1 konuldugu goriilmiistiir. Bu da JDM hastaliginin
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nadir goriilen hastaliklardan biri oldugunu gostermektedir. Dort hasta cesitli
sebeplerle dislanarak 26 hasta ile ¢alismaya devam edilmistir. 26 hastanin 19 unun
hastanemizde takip edilen hastalar oldugu, 7’sinin baska merkezlerde takipli oldugu
ve iinitemize sadece kas biyopsilerinin degerlendirilmek iizere gonderildigi tespit
edilmisgtir.

Hastalarin ortalama tam1 yasi literatiirle uyumlu bir sekilde 7,5 yas
civarindadir (15). Literatiirde hastalifin kizlarda yaklasik 2 kat daha fazla goriildigi
bildirilmistir ancak bizim ¢alismamizda kiz ve erkek hasta sayisi esit bulunmustur
(15). Hastalarin sikayetlerinin baglamasindan tani anina kadar gecen siirenin ortanca
4 ay olmasi her ne kadar uzun bir siire olarak diisiiniilse de, nadir goriilen bir hastalik
tanist icin umut vericidir ve hekimlerde JDM konusunda farkindalik arttikca bu
stirenin kisalacag: diisiiniilmektedir. Kiz ve erkek hastalar arasinda hem klinik hem
de histopatolojik ozellikler acisindan fark olmamasi hastalifin seyrinde cinsiyetin
onemli bir faktér olmadigina isaret etmektedir. Hastalarin yarisinnn EMG
incelemesinin olmasi fakat sadece ikisinin kas MRG’sinin olmasi tani icin EMG’nin
onemli bir bagvuru kaynagi oldugunu gostermektedir. EMG’nin 6zellikle ¢ocuklarda
uygulanmasi zor bir teknik olmasi ve yakin zamanda MRG ile hastalik aktivitesi
arasinda kuvvetli bir iligkinin gosterilmesi, ¢ogu merkezde JDM’nin tan1 ve
takibinde MRG’nin EMG’ye tercih edilmesine yol agmistir (109). Merkezimizde de
yakin zamanda MRG’nin daha aktif kullanilmaya baslandig1 gozlenmistir. Hastalarin
21’inde aktif cilt tutulumu mevcuttur. Akciger, kardiyak ve gastrointestinal tutulum
ile ilgili degerlendirmenin Ozellikle daha eski yillarda her hastaya yapilmadigi
goriilmiistiir. Bu da hastaligin asil tutulum yeri olan kas ve deri digindaki diger
tutulum alanlarinin  belirti  olmadik¢a akla gelmedigini, arastirilmadigim
diistindiirmektedir. Ancak yine yakin zamanda hastalarin daha detayli sistematik
degerlendirmesinin yapilmaya baslandigi gézlemlenmektedir. Hastalarin biri harig
hi¢birinin MSA veya MAA acisindan degerlendirilmedigi saptanmistir. Literatiirde
Ozellikle yeni tanimlanan otoantikorlar ile hastaligin belirli 6zelliklerinin iliskili
oldugu, seyir ve tutulum agisindan 6nemli bilgiler sagladigi gosterilmistir (59, 92).
Merkezimizde de yeni tani alan hastalar otoantikorlar agisindan degerlendirilmeye

baslanmustir.
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JDM tedavisinin esas bileseni steroid tedavisidir. Steroidin yan etkilerinden
korunabilmek ve dozunu azaltabilmek i¢in en sik kullanilan destek tedavisi
metotreksattir (22). Bizim hastalarimizin hepsi steroid tedavisi alirken %76’s1 ek
olarak metotreksat ve %48’1 IVIG almigtir. Tedavi yanit1 olmayan hastalarda daha
farkli immiinsiipresif ilaglarin denendigi goriilmiistiir.

Bu calismanin asil kapsami detayli bir klinik bir arastirma olmamakla
birlikte, kas biyopsisi bulgular ile 6zellikle klinik bulgular ve seyirle iliski kurmak
istendiginde hastane dosyalar1 veya kayitlarindan ¢ogu zaman yeterli bilgiye
ulagilamamistir. Ayrica 26 hastanin 9’unun baska merkezlerde takip edilip sadece
kas biyopsilerinin degerlendirilmek iizere merkezimize gonderilmis olmast da bu

hastalarin seyri ve klinik bulgularina ulagilmasini engellemistir.
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5.2. Histopatolojik ozellikler

5.2.1 Genel bakis

Giliniimiizde gelisen MRG teknolojisi, yeni MAA ve MSA’lar ve diger tam
gereclerine ragmen kas biyopsisi hala dnemini korumakta, bu tetkiklerin higbiri kas
biyopsisinin sagladig bilgileri saglayamamaktadir. Biyopsi, hastaligin patogenezinde
asil etkili mekanizma hakkinda ipuglar1 verir, hastaligin siddeti, otoantikor
bilgileriyle beraber hastaligin alt tipi ve seyri konusunda bilgi verir ve hedefe yonelik
tedavi firsat1 saglar.

Wedderburn ve ark. tarafindan gelistirilen JDM biyopsi skorlama araci, hem
klinikle uyumlu bilgiler sunmast hem de aragtirmacilarin ayni dili konusmasini
saglamasi acisindan JDM degerlendirmesinde énemli bir gelisme olmustur (101). Bu
ara¢ kullanilarak yapilan bir ¢aligmada histopatologun viziiel analog skorunun (VAS)
tiim klinik ve histopatolojik bulgularla uyumlu olmasi biyopsi degerlendiren kisinin
bu konuda deneyimli olmasinin ne kadar énemli oldugunu bir kez daha kanitlamigtir
(102). Buna gore, sadece patologun kas biyopsisi hakkindaki genel goriisii bile o
hastanin hastaliginin seyrini tahmin etmeye olanak saglayabilir. Bizim ¢aligmamizda
da VAS’m hem skorlama aracinin alt boliimleriyle hem de kas tutulumunu gosteren
MRC kas giicli skoru ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yeterli veri olmadig1 igin
hastaligin seyri hakkinda korelasyon analizi yapilamamustir, fakat tedaviye direngli
olan ve kotl seyrettigi bilinen 6 hastanin ortalama VAS puanimin 7,5 oldugu ve
ilagsiz remisyonda izlenen 2 hastanin VAS puanlarinin ise 2 oldugu goriilmiistiir.

Biyopsi skorlama aracina gore hastalarimizin total biyopsi skorlari
ortalamasmin 17,5 ve ortalama VAS puaninin 6,1 olmasi, hastalarimizin biyopsi
aninda orta-ciddi kas tutulumuna sahip oldugunu gostermektedir. Histopatolojik
degerlendirmede bazi hastalarda dejenerasyon, rejenerasyon ve nekroz daha
belirginken inflamasyonun daha hafif oldugu, tersine inflamasyonun belirgin oldugu
baz1 hastalarda ise dejenerasyon, rejenerasyon ve nekrozun daha hafif oldugu
gozlenmistir. Ancak skorlama sisteminde kas lifi skorlar1 ve inflamasyon bolimii
skorlarmin pozitif yonde korelasyon gdstermesi bu gozlemin rastlantisal oldugunu

diistindiirmektedir.
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Calismamizda vaskiiler boliim hari¢ diger bdliimlerin skorlar1 ve VAS
birbirleriyle iligkili bulunmustur. Bu, kas dokusunda etkilenmenin tek basina
inflamasyon, kas lifi hasar1 veya fibroz ile degil hepsinin bir biitiin halinde siirece
katilmasiyla olduguna isaret etmektedir.

Hastalarin arsiv preperatlariin yanisira yeni alinan kesitler incelendiginde
bazi1 biyopsilerde baslangicta biyopside kas lifleri ve inflamasyona ait bulgularin cok
hafif ve fokal oldugu, ancak sonradan alinan yeni kesitlerde hastaligin tipik
histopatolojik bulgularinin (perifasikiiler atrofi, dejenerasyon, rejenerasyon ve
nekroz) belirginlestigi goriilmiistiir. Hastaligin yama benzeri tutulum sergilemesi kas
biyopsisinin yanlislikla normal olarak degerlendirilmesine neden olabilecegi i¢in,
klinigi JDM ile uyumlu olan hastalarda Grneklenilen kasta etkilenme olmamasi
dikkatli yorumlanmali, yeterli kesitin incelemeye alindigindan emin olunmalidir. Bu
hastalarda histopatolojik degerlendirmeye mutlaka MHC-I boyamas1 da eklenmelidir
(51).

Biyopsiler degerlendirilirken sik goriilen bir diger histopatolojik bulgu da
COX eksikligi olmustur. Iyi bir klinik degerlendirme yapilamadiginda, patologa
yeterli klinik bilgi verilmemigse veya patolog deneyimsizse, biyopsideki COX

eksikligi mitokondriyal miyopati gibi yorumlanabilir.

5.2.2 Yardime1 T hiicreleri ve sitokinleri

Bu c¢aligmada JDM biyopsilerinde yardimct T hiicre profillerini doku
diizeyinde gosterebilmek amaciyla Thl i¢in IFN-y, Th2 i¢in IL-4 ve IL-10, Treg icin
Foxp3, Th17 i¢in IL-17 ve patogenezde nemli bir yeri oldugu diisiiniilen tip-1 IFN
(IFN-alfa) antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Bu antikorlardan
IL-10 ile 6zgilin boyanma saptanamamistir.

Hastaligin  patogenezinde en c¢ok {izerinde durulan patogenetik
mekanizmalardan biri IFN yolagi ve ona bagli olusan IFN ile indiiklenen proteinlerin
yaptig1 etkilerdir (62). Hastalarimizin sadece ikisinde IFN-alfa ile pozitif boyanma
saptanmistir. Daha Once yapilan c¢alismalarda IFN-alfa doku diizeyinde dogrudan
gosterilememis, fakat IFN-alfa tarafindan uyarilan protein diizeylerinin JDM ve

erigkin dermatomiyozit hastalarinin periferik kan, cilt ve kaslarindan elde edilen
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hiicre kiiltlirlerinde arttig1 gosterilmis ve bu artisin hastalik aktivitesi ile yakindan
iliskili oldugu saptanmistir (3, 61). Immiinohistokimyasal olarak IFN-alfa tarafindan
uyarilan proteinlerin, MxA ve ISG15’in (IFN-stimulated gene 15), dermatomiyozit
hastalarinin biyopsilerinde, 06zellikle de perifasikiiler atrofinin belirgin oldugu
kisimlarda pozitif boyandigi, ayrica normal iskelet kas1 hiicre kiiltiirleri tip-I IFN ile
muamele edildiginde bu proteinlerin kiiltlir ortaminda da arttig1 gosterilmistir (110).
Bu bulgular tip-I IFN ve onun uyardigi proteinlerin patogenezdeki roliinii tekrar
ortaya koymaktadir. IFN-alfa’nin esas kaynaginin ise T hiicrelerinden ziyade
plazmositik dendritik hiicreler oldugu diisiiniilmektedir (3).

JDM’de IFN-y’nin patogenezde roliiniin olup olmadigi hala tartisma
konusudur. Lundberg ve ark. inceledikleri bes hastadan ikisinde kas biyopsisinde
IFN-y’nin pozitif oldugunu bildirmislerdir (9). Sonrasinda yapilan ¢alismalar sadece
tip-1 IFN degil IFN-y’nin da patogenezde onemli rolii oldugunu diisiindiirmistiir.
Chinoy ve ark. IFN-y genindeki bazi allelik belirteclerin dermatomiyozit ile iliskili
oldugunu gostermis, ayni iliskinin IL-4 gen bélgesinde olmadigini raporlamistir
(111). Calismamizda biyopsilerin %80’inde IFN-y ile pozitif boyanma saptanmustir.
IFN-y boyanmasinin yama seklinde oldugu, biyopsinin etkilenmis kisimlarinda hem
inflamatuvar hiicrelerin, hem kas liflerinin, hem de endotel hiicrelerinin yogun bir
sekilde pozitif boyandigi, daha az etkilenmis veya normal alanlarda ise boyanmanin
olmadigi goriilmiistiir. IFN-y skorlarimin diger hiicre ve sitokinlerin skorlariyla
iliskili olmadig1 saptanmistir. Biyopsilerin biiylik bir kisminda IL-17 ve IFN-y’nin
beraber ayni alanlarda pozitif boyandigi goézlemlenmistir ancak IL-17 ve IFN-y
skorlar1 birbirleriyle iliskili bulunmamistir. Normalde IFN-y dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler ve Thl hiicreler tarafindan salgilanan bir sitokinken etkilenen kas
bolgelerinde inflamatuvar hiicrelerin yanisira kas liflerinin ve endotelin de IFN-y ile
pozitif boyanma gostermesi, doku hasarina baghh IFN-y artisinin hastalik
patogenezinde Onemli bir basamak olabilecegini akla getirmistir. Bu goriisii
destekleyen ¢aligmalardan birinde miyoblast hiicre kiiltiirleri ayr1 ayr tip-1 IFN ve
IFN-y ile uyarildiktan sonra, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve IL-6
artisinin  sadece tip-I IFN wuyaris1 ile degil IFN-y uyarisiyla da gergeklestigi
kanitlanmistir (112).
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JDM otoimmiin bir hastalik olmasi nedeniyle temel olarak Thl aracili bir
hastalik oldugu diigiiniilmiis fakat Th2 hiicrelerin etkisinin olup olmadig1 her zaman
bir merak konusu olmustur. Bu ¢alismada, Th2 profilini gosterebilmek i¢in IL-10 ve
IL-4 ile pozitif boyanan hiicrelerin incelenmesi planlanmistir. Ancak ¢esitli derigim
ve yontem denemelerine ragmen IL-10 ile 6zgiin boyanma elde edilememistir.
Biyopsilerin hi¢ birinde inflamatuvar hiicrelerde pozitif IL-4 boyanmasi
saptanmamustir. Bu bulgu Lundberg ve ark. ile Chinoy ve ark.’nin bulgulan ile
uyumludur (9, 111). Bugiine kadar hastaligin patogenezinde Th2 hiicrelerin belirgin
bir katkis1 gosterilememistir. Calismamizda IL-4 pozitif inflamatuvar hiicre
goriilmemesine ragmen etkilenmis alanlarda rejenere liflerin belirgin oldugu
bolgelerde kas liflerinin kendisinin IL-4 ile pozitif boyanmasi dikkati ¢ekmistir.
Fujiyama ve ark. dermatomiyozit hastalarinin kaslarindan elde edilen hiicrelerde
IFN-y ve IL-4 ekspresyonunu aragtirmislar, IL-4’iin IFN-y ekspresyonu, hastanin
serum CK ve LDH diizeyi ile ters orantili oldugunu gostermislerdir (113). Horsley ve
ark. 1L-4’lin miyoblastlarin miyotiibiil olusturmasini saglayan faktorlerden biri
oldugunu ve kas rejenerasyonunda liflerde IL-4 diizeyinin arttigini gdstermistir
(114). Tim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde Th2 hiicrelerin IFN aracili
hasart kontrol etmek icin IL-4 salgiladigi diisiiniilebilinirse de c¢aligmamizda
inflamatuvar hiicrelerden ziyade kas liflerinde IL-4 boyanmasi gostermemiz artigin
daha ¢ok kas rejenerasyonu ile ilgili oldugunu diistindiirmektedir.

Treg hiicrelerinin esas gorevi diger T hiicreleri tarafindan olusturulan
inflamatuvar yanit1 baskilayip kontrol etmektir. Ortamdaki sitokinlere gore fenotip
degistirip Th17’ye doniiserek pro-inflamatuvar yanit da olusturabilirler (66). Treg’ler
Foxp3 pozitifligi ile dokuda saptanabilmektedir. Caligmamizdaki hastalarin
biyopsilerinin %30’unda Foxp3 ile pozitif boyanma saptanmistir. Bu hastalarla
Foxp3 negatif hastalar arasinda total biyopsi skoru, kas giicii ve serum CK diizeyi
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir. Vercoulen ve ark. JDM hastalar ile
Duchenne miiskiiler distrofi hastalarin kas biyopsilerinde Foxp3(+) T hiicrelerinin
tim T hiicrelerine oranlar1 konusunda fark olmadigini, fakat JDM hastalarinin kas
biyopsilerinde hem CD3 (+) T hiicrelerinin hem de Foxp3 (+) Treg’lerin daha fazla
oldugunu gostermislerdir. Yine ayni calismada aktif JDM hastalarindaki Treg

hiicrelerinin inflamasyon baskilayici 6zelliklerinin remisyondaki JDM hastalar1 ve



54

saglikli kontrollerdeki Treg hiicrelerine gore belirgin azaldigi gosterilmistir. Ayrica
steroid tedavisi alan JDM hastalarinda Foxp3 (+) T hiicre oranlarmin arttigi
bulunmustur (75). Tiim bu bulgular birlikte yorumlandiginda denilebilir ki, Treg
hiicreleri JDM hastalarinin kas biyopsilerinde mevcuttur fakat inflamasyon
baskilayici islevlerini yerine getirememektedir. Steroid tedavisi sonrasi miktarlarinin
artmas1 da bu hiicrelerin tedavi acisindan 6nemli bir hedef olabilecegine isaret
etmektedir. Fakat bu hiicrelerin belirli uyarilar altinda pro-inflamatuvar tarafa
kayarak IL-17 ve IFN-y salgilamaya baglamasi bu konudaki umutlar1 azaltmaktadir.

Yakin zamanda yapilan caligmalarla birlikte Th17 hiicrelerin otoimmiin
hastaliklardaki 6nemi belirgin derecede artmistir. Eskiden otoimmiin hastaliklarin
temelinde sadece Thl hiicre yanitinin oldugu diisiiniiliitken, Thl hiicrelerin
baskilandigi otoimmiin ensefalit modellerinde patogenezden Thl7’lerin sorumlu
oldugu gosterilmistir (67, 69). Calismamizdaki hastalarin kas biyopsilerinin
%92’sinde pozitif IL-17 boyanmas1 saptanmistir. IL-17 skorlarimin T hiicre, B hiicre
ve inflamasyon bolimi skorlariyla iliskili oldugu goriilmiistiir. Hastalarin biiyiik
cogunlugunda IL-17 boyanma paterni IFN-y’ya benzer bulunmus, etkilenmenin fazla
oldugu kisimlarda hem inflamatuvar hiicrelerin, hem kas liflerinin, hem de endotel
hiicrelerinin yogun bir sekilde pozitif boyandigi, daha az etkilenmis alanlarda ise
boyanmanin olmadig1 goriilmiistiir. Bulgularimizla uyumlu sekilde Bilgic ve ark.
serum IL-17 diizeyinin IFN gen imzast ve IFN iliskili proteinlerle birlikte
dermatomiyozit hastalarinda arttigni, bu artisin hastalik aktivitesi ile uyumlu
oldugunu géstermislerdir (62). inflamatuvar hiicrelerin disinda endotel hiicreleri ve
kas liflerinde de IL-17 artisinin olmasinin temelindeki etkenler ortaya konulamamius,
ileri aragtirmalara ihtiyag oldugu diigiiniilmiistiir.

Biyopsilerin %88’inde B hiicreleri, %57’sinde plazma hiicrelerinin olmast
hastaligin patogenezinde B hiicrelerinin de oOnemli oldugunu bir kez daha
gostermistir. B hiicrelerinin genellikle T hiicreleriyle bir arada bulundugu, iki hastada
folikiil benzeri yap1 olusturdugu saptanmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada kas
biyopsilerinde lenf nodu benzeri yapilarin oldugu hastalarda, kas tutulumunun daha
agir, tedaviye yanitin daha az oldugu gosterilmistir (5). Aggarwal ve ark. ise B
hiicrelerini hedef alan ritiiksimab tedavisine yanitin en iyi oldugu grubun anti-

sentetaz antikorlari, anti-Mi-2 pozitifligi, jlivenil baslangicli dermatomiyozit ve



55

diisiikk hastalik tutulumu olan grup oldugunu gostermistir (106). Calismamizdaki
hastalarin sadece bir tanesinde ritiiksimab tedavisi uygulanmisti. Bu hastanin
biyopsisinde hem B hiicrelerinin hem plazma hiicrelerinin oldugu goriilmiis, hastada
kalsinoz ve restriktif akciger hastaliginin eslik ettigi agir bir klinik tablonun hakim
oldugu saptanmis fakat hastanin tedavi yanitlarma iliskin veriye ulagilamamistir. B
hiicreleri dermatomiyozit patogenezinde son zamanlarda iizerinde sikg¢a durulan
mekanizmalardan olup, ritiiksimab gibi B hiicreleri lizerinden etki gdsteren tedaviler
umut verici sonuglartyla bu alandaki arastirmalarin daha da yogunlagsmasini
saglamistir (106). Kas biyopsileri degerlendirilirken inflamatuvar hiicre tiplerinin de
aragtirtlmasi, B hiicre varliginin bilinmesi, 6zellikle tedaviye direncli vakalarda ilag
secimi konusunda ydnlendirici olabilir.

Calismamizda ortaya konan bulgular, T hiicreleri agisindan bakildiginda
JDM’nin doku diizeyinde Thl ve Th17 iliskili bir hastalik oldugunu, Th2 etkisinin
gosterilemedigini, Treg hiicrelerinin de ortamda bulundugunu fakat fonksiyonel bir
fark yaratamadiklarin1 gostermektedir. Bu sonuclarla Thl ve Thl7 hiicrelerinin

tedavi hedefi olarak kullanilabilecek ana yolaklar oldugu diisiiniilebilir.

6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ulasilan sonuglar asagida siralanmistir:
Klinik Ozellikler

* (Calismamizda 26 JDM hastasi incelenmistir.

¢ (Calismadaki hastalarda kiz-erkek orani literatiirden farkli olarak 1:1°dir.

* Hastalarin biyopsi aninda ortalama yaslar1 8,7 yil, sikayetlerin baglamasindan
biyopsi yapilmasina kadar gecen ortanca siire 4 aydir.

* Kizlar ve erkekler arasinda klinik, demografik ve histopatolojik 6zellikler
acisindan fark bulunmamaktadir.

* Hastalar en sik kas gii¢siizliigii ve agrisiyla bagvurmaktadir, bunun yaninda
cilt dokiintiisii, yutma fonksiyon bozuklugu ve parmak ucunda yliriime diger
basvuru sikayetleridir.

* Bagvuru sirasinda hastalarin yaklasik hepsinde aktif cilt tutulumu ve kas
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giicsiizligli mevcuttur.

Hastalarin yaklagik yarisinda solunum sistemi, dolagim sistemi ve
gastrointestinal sistem degerlendirilmesi yapilmadigi, yarisimna EMG
incelemesi yapildigi, sadece bir hastada MAA ve MSA bakildig
goriilmiistiir. Iki hastada restriktif akciger hastaligi, iki hastada yutma
fonksiyon bozuklugu, bir hastada hepatomegali, {i¢ hastada kardiyak
etkilenme saptandig1 gorilmustiir.

Mevcut dosya kayitlarindan 17 hastanin tedavi notlarina ulasilabilmistir.
Hastaligin prognozuna ve hastalarin takibine iligkin verilere biiylik
cogunlukla ulasilamamistir. Verilerine ulasilabilinen 17 hastanin hepsinin
steroid tedavisi aldig1 ek olarak en sik metotreksat (n=13) tedavisi verildigi

gorilmiistiir.
Histopatolojik ozellikler

JDM biyopsi skorlama aracina goére hastalarin biyopsilerinin ortalama skoru
17,6 ve ortalama VAS skoru 6,1’dir. Bu sonug, calismadaki hastalarin orta-
agir kas tutulumu oldugunu gostermektedir.

Skorlama aracindaki boéliimlerden vaskiiler boliim skorlari hari¢ diger biitiin
boliimlerin skorlarinin (inflamatuvar boliim, vaskiiler boliim, kas lifi boliimii,
bag dokusu boliimii ve total biyopsi skoru) birbirleriyle ve patologun viziiel
analog skoru ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

Hematoksilen-eozin incelemede her zaman tipik bulgular goriilmemekle
birlikte baz1 hastalarda inflamasyonun, bazi hastalarda liflerde dejenerasyon,
rejenerasyon ve nekrozun daha belirgin oldugu, bazi hastalarda ise yama
tarzinda tutulum oldugu goriilmiistiir.

Inflamatuvar hiicrelerin, biyopsilerden ikisinde lenfoid dokuya benzer
folikiiller seklinde biiyiik kiime olusturdugu, bir hastada neredeyse tiim kas
liflerini ortadan kaldiracak sekilde yogun olarak tiim alanlara yayilmis
oldugu, diger hastalarda ise ya perivaskiiler ve perimisyal alanda kiiciik
kiimeler halinde ya da endomisyumda dagilmis tekli hiicreler halinde oldugu
saptanmuistir.

Inflamatuvar ortamin bilesenlerine bakildiginda T hiicreleri (%73), B
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hiicreleri (%88) ve makrofajlarin (%100) genelde birlikte bulundugu, bunlara
daha nadir olarak plazma hiicrelerinin (%57) eslik ettigi goriilmiistiir.

T hiicre alt gruplarindan Th2’nin biyopsilerdeki inflamatuvar ortamda
olmadig1 tespit edilmistir. Thl icin IFN-alfa boyamasinin yerine IFN ile
uyarilan proteinlerin dokuda gdosterilmesinin daha anlamli olacagi
diisiiniilmiistiir. Treg hiicreler %30 hastada, Th17 hiicreler %92 hastada
pozitiftir.

Biyopsilerin %80’inde IFN-y, %92’sinde IL-17 mevcuttur. Bu iki sitokin
yama benzeri tutulumla biyopsinin etkilenen bolgelerinde daha belirgin olup,
bu alanlarda hem inflamatuvar hiicrelerde, hem endotelde, hem de kas
liflerinde pozitiftir. [L-4 ile inflamatuvar hiicrelerde boyanma saptanmazken
rejenere kas liflerinde belirgin artmis boyanma oldugu gozlenmistir.

Klinik parametrelerden serum CK diizeyinin hi¢bir parametre ile iliskili
olmadigi, kas giiciinii degerlendirmek i¢in kullanilan MRC skorunun
skorlama aracinin kas lifi boliimii, VAS ve makrofaj skorlartyla iliskili
oldugu goriilmiistiir.

VAS’in  hem klinik hem de histopatolojik parametrelerle kuvvetli
korelasyonu, kas biyopsisinin ve biyopsiyi degerlendiren patologun
deneyiminin ne kadar 6nemli oldugunu tekrar gézler oniine sermektedir.
Yaklagik 15 yillik siliregte 26 hastanin kas biyopsilerine ulagsmak ve
bozulmadan saklanmis bu dokularla aragtirma yapmaya olanak saglamak
ancak itinal1 bir arsiv sistemi ile miimkiindiir. Ozellikle JDM gibi karmasik
ve ¢ok faktorlii temele sahip bir hastaligin patogenezini acgiklamada bu kas
biyopsilerinin yeri ve Onemi tartistimazdir. Bu da Cocuk Patoloji
Unitesi’ndeki arsiv sisteminin degerini bir kez daha vurgulamaktadir.
Patolojik arsivleme kadar klinik ve medikal kayit tutma da patolojik
bulgularin klinige yansimasini gosterebilmek i¢in hayati 6neme sahiptir.
Calismamizdaki hastalarin medikal bilgilerinin ¢oguna ulagilamamistir. Bu da
calismamizin klinik yansimalarini gérebilmek konusunda onlimiizde biiyiik
bir engel olusturmustur.

Hastaligin asil tutulumu kas ve cilt olmas1 nedeniyle bu iki tutulum agisindan

klinik farkindalik konusunda bir sorun olmamakla beraber hastalarin sadece
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yarisinin, hem mortalite hem de morbidite acisindan ¢ok ©6nemli olan,
solunum sistemi, dolagim sistemi ve gastrointestinal sistem degerlendirmesi
olmasi oldukea diisiindiiriiclidiir. Bu hastalarin degerlendirilmesinde standart
protokoller belirlenmelidir. Her hastanin ayrintili kas giicii, cilt tutulumu,
solunum, dolasim, gastrointestinal ve diger sistem tutulumlar ile ilgili
bulgular, daha 6nce prognozla uyumu kanitlanmig Slgekler kullanilarak her
muayenede kaydedilmeli, otoantikorlar, akut faz reaktanlar1 ve serum kas
enzimleri gibi laboratuvar testleri en az bir kez fakat gerekli goriildiigii her
anda ileri incelemede kullanilmalidir. Merkezimizde yakin zamanda yeni tanm
alan hastalara bu incelemelerin yapilmaya baslanmasi hastaligin daha iyi
yonetilmesine olanak saglamistir.

Tim bu sonuglardan yola ¢ikarak JDM’nin, T hiicre bazinda bakildiginda
Thl ve Thl7 aracili bir hastalik oldugu, Th2’nin patogeneze katilmadigi,
Treg hiicrelerin inflamasyonda yer aldigi fakat fonksiyonlarinin yeterli
olmadigi sdylenebilir. Beraberinde B hiicrelerinin de varligi goz oniine
alinirsa B hiicreleri, Th1l ve Th17 hiicreleri hedef alan tedaviler tizerine ileriki

yillarda aragtirmalar siirdiirtilebilir.
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