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ANKILOZAN SPONDILITLI HASTALARDA SITOM YONTEMI
KULLANILARAK GENOM/DNA HASARININ VE HASTALIK
PATOGENEZINDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Giris-Amag: Ankilozan spondilit (AS) inflamasyon ve yeni kemik olusumu ile
karekterize, spondiloartropati (SpA) grubu hastaliklarin prototipidir. Son yillarda, AS
patogenezinde rol oynayan genetik ve immiin sistem yolaklarin belirlenmesinde yeni
gelismeler meydana gelmistir. Diger kronik inflamatuvar hastaliklarda kromozomal
DNA hasar1 ve oksidatif DNA hasar1 parametrelerinin inflamasyon yolagi tizerindeki
etkileri arastirilmis ve artmig DNA ve kromozom hasarinin bu hastaliklarin patogenezi
tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle ¢aligmamizda, AS’li hastalarda
sitom yontemi kullanilarak genom /DNA hasarinin ve hastalik patogenezindeki roliiniin

arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ Ve Yontem: Bu cgalismaya AS tanisi konulan 25 hasta ve yas-cinsiyet olarak
eslestirilmis 25 saglikli kontrol alindi. Tam kan sayimi (CBC), eritrosit sedimentasyon
hizi (ESH) ve C-reaktif protein (CRP) diizeyleri 6lgiildii. Hastalarin ayrica Human
Lokosit Antijen (HLA)-B27 gen analizine bakildi. Hastalik aktivitesi icin BASDAI
(Bath Ankilozan Spondilit Aktivite indeksi) hesaplandi. Standart bir olgu bildirim ve
mikroniikleus (MN) bilgi formu dolduruldu. Her bir katilime1 igin, 1000 bintikleer (BN)
hiicre sayildi. DNA hasarini belirlemek tizere MN’li, niikleer tomurcuklu (NBUD) ve
niikleoplazmik kopriilii (NPB) BN hiicre frekanslari (%) kaydedildi. Hiicre ¢cogalmasini
belirlemek lizere de BN, multi niikleer hiicreler skorland1 ve metafaz sayis1 (%o), BN’1i
hiicre frekans1 (%), niikleer boliinme indeksi (NBI) degerleri hesaplandi. Hasta ve
kontrollerin plazma 6rneklerinde de ELISA kiti kullanilarak 8-OHdG (ng /mL) 6lgiimii
yapildi.

Bulgular: AS hastalarinda MN frekansi, NPB’li, NBUD’li hiicre frekanslar1 ve 8-
OHAG seviyeleri kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek iken, metafaz
sayisi, BN hiicre frekansi, NBI degerleri ise kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulundu. Hastalar, HLA-B27 pozitifligi ve negatifligi ya da AS agisindan aile
Oykiisti pozitifligi veya negatifli§i acisindan iki gruba ayrilarak karsilastirildiginda;
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DNA ve kromozom hasari ile iliskili incelenen parametrelerin hicbirinde istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmadi. Ayrica DNA ve kromozom hasar1 ile iliskili
parametreler agisindan incelendiginde; sadece kontrol grubunda yas ile 8-OHdG

seviyeleri arasinda negatif korelasyon vardi.

Sonu¢: Bu calisma, AS hastalarinda MN’li, NPB’li ve NBUD’li BN hiicre
frekanslarinin ve 8-OHdG seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli arttigi buna karsin
metafaz sayilarmin, BN hiicre frekansinin ve NBI oranlarmin kontrol grubuna gore
anlamli azaldigim1 gostermistir. Bu sonug, diger kronik inflamatuvar hastaliklar ile
benzer sekilde, AS hastaliginin patogenezinde de genotoksisitenin ve oksidatif DNA
hasarmin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger taraftan; karsinogenezin erken
donemlerinde goriilebilen MN, NPB ve NBUD'li BN hiicre frekanslarindaki anormal
degisiklikler, AS hastalarinin erken donem kanser riskini yansitmasi agisindan anlaml
olabilir. Bildigimiz kadariyla, ¢alismamiz AS’de Sitokinez Bloke MN sitom (CBMN-
cyt) parametrelerini ve 8-OHdG seviyelerini arastiran ilk galismadir ve sonuglarinin

daha kapsamli ¢alismalarla desteklenmesine ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Ankilozan spondilit, mikronukleus, 8-OHdG, DNA hasari, kanser
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INVESTIGATION OF GENOM / DNA INJURY AND THE ROLE IN
PATHOGENESIS OF DISEASE IN PATIENTS WITH ANKYLOSING
SPONDYLITIS USING CYTOMA METHOD

ABSTRACT

Introduction-Aim: Ankylosing spondylitis (AS) is characterized by inflammation and
new bone formation; spondyloarthropathy (SpA) is the prototype of the group of
diseases. In recent years, new advances have been made in identifying genetic and
immune pathways involved in the pathogenesis of AS. The effects of chromosomal
DNA damage and oxidative DNA damage parameters on inflammation pathway in
other chronic inflammatory diseases were investigated and it was thought that increased
DNA and chromosomal damage might have an effect on the pathogenesis of these
diseases. Therefore, the aim of this study was to investigate genome /DNA damage and

its role in pathogenesis of cytome method in patients with AS.

Materials and Methods: Twenty-five patients diagnosed with AS and 25 age-sex
matched healthy controls were included in this study. Complete blood count (CBC),
erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP) levels were
measured. Human leukocyte antigen (HLA)-B27 gene analysis was also worked.
BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Activity Index) was calculated for disease
activity. A standard case report and micronucleus (MN) information form was
completed. For each participant, 1000 binuclear (BN) cells were counted. BN cell
frequencies (%) with MN, nuclear bud (NBUD) and nucleoplasmic bridge (NPB) were
recorded to determine DNA damage. In order to determine cell proliferation, BN, multi
nuclear cells were scored and metaphase number (%o), cell frequency with BN (%),
nuclear division index (NBI) values were calculated. Plasma samples of patients and

controls were also measured with 8-OHdG (ng/mL) using ELISA Kit.

Results: While MN frequency, NPB, NBUD, and 8-OHdG levels were significantly
higher in AS patients compared to controls, the number of metaphase, BN cell
frequency and NBI values were found to be significantly lower than controls. Patients
were divided into two groups according to HLA-B27 positivity and negativity or AS
family history positivity or negativity; no statistically significant difference was found
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in any of the parameters related to DNA and chromosome damage. In addition, when
DNA and chromosome damage parameters are examined; there was a negative

correlation between age and 8-OHdG levels only in the control group.

Conclusion: This study demonstrated that BN cell frequencies and 8-OHdG levels
with MN, NPB and NBUD were significantly increased in AS patients compared to the
control group, whereas metaphase numbers, BN cell frequency and NBI ratios were
significantly decreased compared to the control group. This result suggests that
genotoxicity and oxidative DNA damage may be effective in the pathogenesis of AS,
similar to other chronic inflammatory diseases. On the other hand; abnormal changes in
BN cell frequencies with MN, NPB and NBUD, which can be seen in early stages of
carcinogenesis, may be significant in terms of reflecting early cancer risk in AS
patients. To our knowledge, this is the first study to investigate Cytokinesis Blocked
MN cytoma (CBMN-cyt) parameters and 8-OHdG levels in AS, and the results need to
be supported by more comprehensive studies.

Key words: Ankylosing spondylitis, micronucleus, 8-OHdG, DNA damage, cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Ankilozan spondilit (AS), aksiyel iskeleti etkileyerek yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara yol agan inflamatuvar bel agrisi ile karakterize yaygin inflamatuvar
romatizmal bir hastaliktir. AS, spondiloartopati (SpA) veya spondiloartrit terimi altinda
gruplanan ortak klinik, patolojik ve genetik oOzelliklere sahip bir grup hastaligin
prototipidir. Sakroiliit ve spinal inflamasyonun yanisira asimetrik periferal oligoartrit,

entezit ve spesifik organ tutulumu bu hastaliklarin klinik tipik 6zellikleridir (1).

Ankilozan spondilit patogenezi multifaktoriyeldir ve tam olarak anlasilamamistir.
Ancak son yillarda, AS etyopatogenezinde yer alan yeni genetik ve immiin Sistem
yolaklarinin belirlenmesinde kayda deger ilerlemeler yaganmistir. Bu gelismelerden en
onemlisi AS ile genetik iligkilerini destekleyen fonksiyonel mekanizmalar heniiz tam
olarak anlagilmasa da, IL-23 /17A yolunu etkileyen genetik faktorlerin AS' ye yatkinlik

olusturdugunun gosterilmesi olmustur (2, 3).

Daha onceki calismalarda kronik inflamatuvar hastaliklardan olan Romatoid Artrit
(RA), Behget, Ailevi Akdeniz Atesi (Familian Mediterrian Fever-FMF), Sistemik
skleroz (SSc), Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) gibi hastaliklarin patogenezinde
kromozomal DNA hasar1 parametreleri, ozellikle mikroniikleus (MN) frekansi
arastirllmis ve kontrol gruplarima gore anlamli yiiksek bulunmustur. Bu nedenle
kromozomal DNA hasarinin kronik inflamatuvar hastaliklarin genetik ve immiin sistem

etkilesiminde rol oynayan faktdrlerden biri olabilecegi diistinilmiistiir (4-8).



Ayrica kronik inflamatuvar hastaliklari olan bireylerden elde edilen serum, periferik
l6kositler veya tiimor dokularinda oksidatif hasar 6l¢iimii yapilmistir. Oksidatif stres
durumunda reaktif oksijen tlirevleri (ROS) asir1 iiretilirse veya antioksidan sistemler
tarafindan yetersiz sekilde uzaklastirilirsa dejeneratif, neoplastik, immiin ya da
inflamatuvar bozukluklarin dahil oldugu hiicresel DNA, protein ve lipitlerde oksidatif
hasar meydana gelir (9, 10). Protein oksidasyonunda; inflamatuvar sinyal molekiillerinin
¢ok biiyiik bir kism1 ve peroksiredoksin 2 (PRDX2) inflamatuvar sinyal olarak kabul
edilmistir. Inflamatuvar uyaricilar, her yerde bulunan bir redoks aktif hiicre i¢i enzimi
olan PRDX2'in salinimint uyarir. Salinimindan sonra redoks bagimli bir inflamatuvar
araci olarak gorev yapar ve TNF-a tiretmek ve salgilamak i¢cin makrofajlar1 aktive eder.
Caligmalarda, makrofajlardan gelen PRDX2 ve tioredoksinin (TRX), hiicre yiizeyi
reseptorlerinin - redoks  durumunu  degistirebildigi ve inflamatuvar  yanitin
indiiklenmesine izin verdigi boylece kronik inflamatuvar hastaliklarda potansiyel yeni
bir terapotik hedef sagladigi sonucuna varilmistir (11). Buna ek olarak endoplazmik
retikulumda (ER) katlanmamis protein tepkisinin oksidatif strese bagli ER stresi ile
ortaya ciktigt ve inflamasyon patofizyolojisinde Onemli oldugu bircok caligmada
gosterilmistir (12, 13). 8-OHAG de serbest radikal kaynakli oksidatif lezyonlarin baskin
formlarindan biridir ve bu nedenle oksidatif stres i¢in bir biyobelirte¢ olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Calismalar 8-OHdG'nin c¢esitli kanserlerin, dejeneratif ve
inflamatuvar hastaliklarin risk degerlendirmesi icin iyi bir biyobelirte¢ oldugunu

gostermistir (14).

Sitokinez Bloke Mikroniikleus Sitom (CBMN-cyt) yontemi de kromozom/DNA hasari,
sitostazi ve sitotoksisite Ol¢iimiine olanak veren detayli bir yontemdir. Literatiirde,
bildigimiz kadariyla, kromozomal ve oksidatif DNA hasarinin AS patogenezi ve
hastalik siddetine etkisi ile iliskisini arastiran kapsamli bir ¢alismaya rastlamadik. Bu
nedenle, ¢alismamizda AS’de genom/DNA hasar1 parametrelerinin - patogenez
tizerindeki etkilerini, CBMN sitom yontemi ve 8-OHdG’yi1 kullanarak degerlendirmeyi
amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. SPONDILOARTRITLER
2.1.1. Tanim

Spondiloartropatiler ya da yeni terimiyle spondiloartritler (SpA); ortak genetik
yatkinliga ilaveten benzer klinik ve radyolojik ozellikler gosteren birbiriyle iliskili
heterojen bir grup kronik otoimmiin hastaligi ifade etmektedir (15, 16). Ankilozan
spondilit (AS) ve ilgili spondiloartritler, IL-23 ve IL-17 ile yonlendirilen sinyalleme,
entezit ve yeni kemik olusumunu iceren inflamasyon dahil, ortak genetik ve klinik
Ozellikleri paylasan bir grup hastaliktir (17). SpA kavrami iginde yer alan hastaliklar
prototipi AS olmak iizere, psoriyatik spondiloartrit (PsSpA), reaktif spondiloartrit
(ReSpA), inflamatuvar bagirsak hastaliklari ile iliskili spondiloartrit (SpAIBH) ve
farklilasmamis (andiferansiye) spondiloartritlerdir (Sekil 2.1) (18, 19). Diger bir
siniflandirma SpA alt gruplarinin yerine baskin olan semptomlar veya belirtilere gore
yapilir. Buna gore sakroiliak eklemlerde ve/veya omurgadaki inflamasyonun baskin
oldugu ‘aksiyel agirlikli SpA’ ve periferik artrit, entezit ve daktilit gibi periferik
belirtilerin 6n planda oldugu ‘periferik agirliklt SpA’olarak siniflandirilir. (20).

AS; aksiyel SpA spektrumu iginde en sik goriilen, etyolojisi bilinmeyen, immun-aracili
inflamatuvar romatizmal hastaliklarin prototipidir. Hastaligin seyri sirasinda hastalarin
%90’1nda radyografik sakroiliit goriiliir (21). Radyografik sakroiliit modifiye New York
(mNY) kriterlerinin bir pargasidir ve kesin AS tanisi i¢in bulunmasi gerekmektedir
(Tablo 2.1) (22).



Tablo 2.1. Modifiye New York Kriterleri

1) En az 3 aydir olan, egzersizle diizelip istirahat ile azalmayan bel agris1

2) Lomber omurganin sagittal ve frontal diizlemlerde hareket kisitliligi

3) Goglis ekspansiyonunun yas ve cinsiyete gore normal degerlerin altinda
olmasi

4) a. Bilateral grade 2-4 sakroiliit
b. Unilateral grade 3-4 sakroiliit

(4a veya 4b) ve Herhangi bir klinik kriter varsa kesin Ankilozan Spondilit

Aksiyel Periferal
Spondiloartritler Spondiloartritler

aksiyel Sp.

Sekil 2.1 Spondiloartrit Spektrumu

PsA: Psoriatik Artrit, ReA: Reaktif Artrit, IBH-SpA: inflamatuar Bagirsak Hastaligt
Miskili Spondiloartrit. (23)‘den degistirilerek adapte edilmistir.

2.1.2. Epidemiyoloji

AS’nin global prevelansinin %0.1 ile %1.4 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
Epidemiyolojik caligmalar diinya genelinde AS prevalansinin HLA-B27 dagiliminin
genel yansimasi oldugunu gostermistir (24). AS ve tim SpA grubu hastaliklarin
prevalansi toplumdaki HLA-B27 siklig: ile iliskilidir. Bu nedenle SpA prevalansinda
belirgin cografik farkliliklar goriilebilmektedir. HLA-B27 sikligi kuzey iilkelerinde



daha yiiksektir ve Haida yerlilerinde HLA-B27 prevalanst %50 ve AS prevalansi
yaklagik %6°dir (25, 26). Bat1 Avrupa iilkelerinde HLA-B27 prevalansi %4-13 arasinda
degisiklik gosterirken, Kuzey Iskandinav iilkelerinde HLA-B27 prevalans1 %15-25tir.
HLA-B27 Arap toplumlarinda (%2-5) ve Japonya’da (%1) nadir goriilmektedir (27).
AS, erkeklerde kadinlara gore 2-3 kat daha sik goriiliirken, nonradyografik aksiyel SpA
(nr-axSpA)’l1 hastalarda cinsiyet dagilimi benzerdir (28).

2.1.3. Genetik

AS, 6. kromozomda yer alan “major histocompatibility complex” (MHC) sinif I’in bir
alleli olan HLA-B27 ile kuvvetli iliski gosteren poligenik bir hastaliktir. AS prevalansi
baz1 genetik ve heniiz tanimlanmamis c¢evresel faktorlere gore degismektedir. En olasi
kalitim sekli, lokuslar arasinda ¢ogullayic etkilesim ile poligeniktir (29). AS, biiyiik bir
kalitsal bilesenle iligkilidir;, HLA-B27'nin varligi, kalitsal varyasyonun yaklagik
%?30'unu olustururken, endoplazmik retikulum aminopeptidaz-1 (ERAP-1), IL-23R, IL-
12B ve Th17 yanitlarina bagh diger genler daha az rol oynar (>100 lokus genis genetik
analizlerde AS'ye baglanmistir) (30).

HLA-B27'in cografi dagilimina bagli olarak prevalanst %0,2-0,3 civarindadir (31).
HLA-B27, 1973'teki kesfinden beri hastalik etyopatogenezine bagli ana genetik
faktordiir (32). Bununla birlikte, tanimlanmig AS'li hastalarin yaklasik %10-20'si HLA-
B27 tasimamakta, bu da nr-axSpA incelenmesinde %40'a ¢ikmaktadir. HLA-B27 ve
erken axSpA'da yapisal progresyon dahil olmak {izere aksiyel bulgular arasinda bir iliski
oldugu diisiniilmektedir. Ayrica bu durum, daha gen¢ baslangi¢ yasi, daha fazla aile
oykiisii (33, 34) ve daha az psériazis, inflamatuvar barsak hastaligi (IBH) ile iliskili

bulunmustur (33).

Genetik ¢aligmalar, HLA-B27'nin MHC’deki lokusun AS kalitilabilirliginin %20.1'sine
katkida bulundugunu ve %4.3"iniin HLA-B disindaki lokuslarla iliskili oldugunu
gostermistir (35). HLA-B27:01°den HLA-B27:106’ ya kadar adlandirilan ve 132 alel ile
kodlanan 105 kadar alt tipte yliksek bir genetik polimorfizm derecesine sahiptir.

Ikiz ¢aligmalar1 AS’de kalittmin %90°dan fazla rol oynadigim diisiindiirmektedir (43).
AS’li bir hastanin kardesinde hastalik goriilme riski %8.2 iken genel populasyonda risk

%0.1°dir (29). Yapilan bir ¢alisma, yaymlanmis verilere dayanarak, axSpA hastalarinin
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aile bireylerinde hastalik riskinin, monozigotik ikizlerde %63, birinci derece
akrabalarda %8, ikinci derece akrabalarda %1 ve tgiinclii derece akrabalarda %0.7
olarak belirlemistir (29). izlanda'da yapilan bir ¢alismada, AS'li hastalarin birinci, ikinci
ve TUgiincii derece akrabalari igin nispi risk tagiyan AS gelistirmesi agisindan
degerlendirilmesinde sirastyla %75.5, %20.2 ve %3.5 olmak iizere dnemli dl¢lide artmis
bir risk gosterdigi goriilmiistiir (36). Bu durum hastalik gelisme riskinin biiyiik olgiide

genetik olarak belirlendigini diistindiirtir.
2.1.4. Etiyoloji ve Patogenez

Spondiloartropatiler genetik olarak yatkin kisilerde ¢evresel faktorlerin tetiklemesiyle
olusan multifaktdriyel hastaliklardir.  Inflamasyonun molekiiler ve hiicresel
mekanizmas1 heniiz tam olarak anlagilamamistir. HLA-B27’nin hastalia yatkinlikta
direkt bir rolii oldugu bilinmesine ragmen, altta yatan molekiiler temel hala

bilinememektedir (37, 38).
2.1.4.1. Spondiloartrit Patogenezinde HLA-B27

HLA-B27'nin AS'nin patogenezindeki roliinii agiklayan gesitli teoriler 6ne siiriilmistiir.
En 6nemli 3 teori artritojenik peptid hipotezi, agir zincir homodimer hipotezi ve HLA-

B27 misfolding (yanlis katlanma) hipotezidir (Sekil 2.2).

Artritojenik peptit hipotezi, HLA-B27 tarafindan sunulabilecek self peptitlere ¢ok
benzeyen belirli mikrobiyal peptitlerin bulundugunu ileri siirer. Molekiiler taklit
nedeniyle, HLA-B27-peptid komplekslerine karsi CD8+ T lenfositlerinin reaktivitesi,
otoreaktiviteye ve daha sonra, artrit ve spondilit dahil otoimmiin hastalia yol agacaktir.
HLA-B27'nin peptit baglanma motifi kapsamli bir sekilde arastirilmis olmasina ragmen,
artritojenik peptitler heniiz kesfedilmemistir (39). Ayrica, SpA'nin HLA-B27 transjenik
sican modelinde; HLA-B27'nin klasik T hiicresini tanimasi birincil 6neme sahiptir ve bu
thtimali zorlagtiran herhangi bir fonksiyonel CD8+ T hiicresi yoklugunda da hastalik
gelisebilir (40).

HLA-B27'nin AS ile iliskisini agiklayan ikinci bir model, HLA-B27 agir zincirlerinin
beta-2 mikroglobiilinsiz homodimerler olusturabildigi gozlemine dayanmaktadir. Bu

HLA-B27 homodimerlerinin, peptide bagli dizisinden bagimsiz olarak 16kosit
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reseptorlerini  baglayabildigi gosterilmistir (41). Dahasi, peptide baghh HLA-B27
homodimer komplekslerinin, KIR3DL2+ CD4+ T hiicrelerinin proliferasyonunu ve bu
hiicreler tarafindan ex-vivo olarak IL-17 iiretimini arttirarak hayatta kalmay1 (survival)
arttirdig1 gosterilmistir (42). IL-4 iireten CD4+ T hiicrelerinin, uzun siiredir devam eden
hastalikta, CD4+ T hiicrelerinin énemli bir yiizdesini olusturdugu bildirilmistir, ancak

yeni baglangicli axSpA'da tespit edilmesi gii¢ olmustur (43).

HLA-B27'nin AS ile iliskisini ag¢iklayan ii¢lincii hipotez olan yanlis katlanma
(misfolding) hipotezi, HLA-B27'nin protein yanlis katlanmasi nedeniyle hiicrenin
yiizeyine ulasamadigindan hastaligin olusmasina katki sagladigini belirtmektedir.
Diizgiin bir sekilde bir araya getirilmis HLA-B27 kuaterner bir yapiya sahiptir ve 3
farkli bilesen olan; 1 HLA-B27 agir zincir, beta-2-mikroglobulin ve bir peptit icerir. Bu
diizenlemeyi yapan hiicrenin endoplazmik retikulumu (ER)’dur. HLA-B27'nin katlanma
islemi diger HLA allellerinden daha yavas oldugu i¢in, yanlis katlannis HLA-B27
proteinlerinin ER'de biriktigi diistiniilmektedir. Bu yanlis katlanma islemi, otofaji veya
IL-23/IL-17 yolunu da aktive edebilen ER katlanmamuis protein tepkisi (UPR) olarak
adlandirilan normal olarak HLA-B27 molekiillerine baglanan peptitleri kirpmaya
yarayan ve bu nedenle hiicrenin yiizeyine ¢ikigini kolaylastiran islevsiz ERAP-1'e bagh
olarak uygunsuz HLA-B27 katlanmasinin ya da degisiminin hiicresel strese neden
olmasinin sonucudur (30, 43). Calismalarda UPR, ER homeostazini iyilestirmek ve
korumak amaciyla, ER transmembran transdiiserleri boyunca birgok yolu tetikleyen ve
uyaran bir sinyallesme yoludur. Artan sayida ¢alisma, oksidatif stresin ER stresiyle
giclii bir baglantis1 oldugu goriisiinii desteklemektedir. Protein katlanma islemi
sirasinda, reaktif oksijen tiirleri yan iriinler olarak {iiretilir ve bu da oksidatif stres
denilen oksidan-antioksidan dengenin oksidan yone bozulmasina (redoks) yol acar.
Protein katlanma islemi redoks homeostazina bagl oldugundan, oksidatif stres protein
katlanma mekanizmasini bozabilir ve yanlis katlanmis proteinlerin {iretimini artirabilir
ve daha fazla ER stresine neden olabilir. Endoplazmik retikulum stresi ve oksidatif
stresin hepatit, pankreatit ve IBH gibi inflamatuvar bozukluklardaki rolii iizerine
calismalar yogun olarak yapilmistir ve inflamatuvar patofizyolojide dnemli rol oynadig:

oOne siirtilmektedir (12, 13).



CD4+ T cell

Sekil 2.2. AS’de HLA-B27'nin Roliinii A¢iklayan Hipotezlere Genel Bakis

A. Artritojenik peptid hipotezi: Geleneksel HLA-B27/beta-2 mikroglobulin
komplekslerine bagli patojen veya self-derived peptidler, T hiicre reseptorii
(TCR) araciligiyla otoreaktif CD8+ T hiicreleri tarafindan kabul edilir.

B. Hiicre yiizeyi HLA-B27 serbest agir zincir homodimer ekspresyon hipotezi:
HLA-B27 homodimerler, disfonksiyonel HLA-B27 homodimerlerini igeren
serbest agir zincirler hiicre yilizeyinde eksprese edilir ve katil immiinoglobulin
benzeri reseptorleri (KIR) ve/veya 16kosit immiinoglobulin benzeri reseptorleri

tasiyan CD4+ T veya NK gibi hiicreleri aktive eder.

C. Yanlis katlanmig HLA-B27 hipotezi: HLA-B27'nin ER’de yanlis katlanmasi,
hiicresel fonksiyonda asagi yonde etkileri olan katlanmamis protein tepkisine
veya baska hiicresel stres veya otofajiye neden olur. (Ornegin; asir1 1L-23

salimi).

2.1.4.2. Spondiloartrit Patogenezinde Bagirsak Mikrobiyomu, Enfeksiyoz Ajanlar
ve Diger Mikroplarin Rolii

SpA grubu hastaliklar icerisinde yer alan IBH iliskili artrit patogenezinde bagirsak
mikrobiyomunun etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn

8



(CH) kolitini iceren IBH, “disbiyozis” olarak adlandirilan degisen bagirsak
mikrobiyotasi ile kesigebilen farkli inflamatuvar yolaklarla iligkili olan bir hastalik
kategorisidir. Ozellikle, IBH ve SpA arasinda belirgin bir overlap (¢akisma) vardir (44).
Uzun dénem takipler, SpA hastalarmin %6.5'inin 5 yil iginde klinik olarak iBH

gelistirdigini gostermistir.

IBH ve SpA arasindaki baglantilarn &tesinde, cok sayida calisma, bakterileri SpA
patogenezi ile nedensel olarak iligkili olarak gosterir. Tiim SpA'lardan, ReA’da
bakterilerin rolii en acik sekilde tanimlanmustir (45). SpA'da bagirsak ve eklem
arasindaki iligkinin en agik gostergesi, ReA'nin Salmonella, Shigella, Yersinia ve
Campylobacteri de iceren daha onceki gastrointestinal enfeksiyonlarla tetiklenmesidir.
Ayrica, ReA'll hastalarin %20 kadari 10 ila 20 y1l iginde AS gelistirir (46).

2.1.4.3. Spondiloartrit Patogenezinde inflamasyon

AS’de inflamasyonun en sik goriildiigii yerler; SIE’ler, entez bolgeleri, intervertebral
disklere komsu vertebra govdeleri, periferik eklem sinovyumu, gastrointestinal sistem
ve gozdiir. Erken sakroiliitte sinovit ve miksoid goriintimlii kemik iligi goriiliirken daha
sonralar1 pannus ve graniilasyon dokusu olusur. T hiicreleri (CD4>CD8) ve CD68+
makrofajlara gogalmakta olan fibroblastlar ve neovaskiilarizasyon eslik eder. SIE’lerden
alinan biyopsilerde tiimor nekroz faktér-o (TNF-a) ve transforming growth factor-f
(TGF-B) mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (47, 48).

Spondiloartritli hastalardaki periferik sinovit diger inflamatuvar artritlerdekine benzer
ozellikler gostermektedir. Adezyon molekiilleri ve kemotaktik faktorlerin asiri
dretiminin yani1 sira artmig vaskiilarizasyon ve endotelyal hiicre aktivasyonu
goriilmektedir (49). Dokuda CD8+ T hiicrelerinden daha ¢ok olan CD4+ T hiicreleri,
natural killer (NK) hiicreleri, B lenfositler ve CD68+ makrofajlar bulunur (50).

Spondiloartritlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan entezitlerde alttaki kemik iligi
infiltrasyonu ile  birlikte  hiperosteoklastik, inflamatuvar, eroziv lezyonlar
goriilebilmektedir. Erken hastalikta entezit lezyonlarinda CD68+ makrofaj baskinligi
goriiliirken, yerlesik hastalikta CD8+ ve CD4+ T hiicrelerini iceren yogun lenfosit
infiltrasyonu goriilmektedir (48, 51). Bu ¢alismalar SpA hastalarindaki inflamatuvar

yolaklarda dogal ve edinilmis immiin yanitin rol oynadigini géstermektedir.
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Son yillarda hastaliktaki immiin yanitin temelinde iki yolagin yer aldig1 goriisii dikkati
¢ekmistir. Bunlar; TNF-a aks1 ve IL-23/IL-17 aksidir. Miyeloid hiicrelerde katlanmamis
protein yanitinin aktive olmasi ile IL-23 {iretimi tetiklenmektedir. IL-23 stimiilasyonu
ile T helper (Th)-17 hiicrelerinden IL-17 salinmaktadir. Bununla birlikte IL-17 sadece T
hiicrelerinden degil ayn1 zamanda etkilenen dokulardaki mast hiicreleri ve graniilositler
gibi dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinden de salinmaktadir (52). TNF-o ve IL-17
yolaklar1 arasindaki baglanti tam olarak bilinmemektedir. Bir hayvan modelinde IL-
23’1in asir1 ekspresyonu entezit gelismesini baglatmistir. Bu durum insanlarda da entezit
gelisiminde IL-23’lin patojenik bir rolii olabilecegi disiincesini desteklemektedir (53).
IL-23’iin AS’li hastalarin omurgasindaki subkondral kemik iliginde osteoartritli
hastalardakinden daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir (54). AS patogenezindeki
anahtar inflamatuvar yolaklardan biri de TNF aksidir ve TNF blokajinin énemli klinik
etkinlik gosterdigi kanitlanmistir. Bununla birlikte bu yolagin hastaliktaki fonksiyonlari
ile ilgili bilgi kisithidir. TNF asir1 ekspresyonunun oldugu hayvan modellerinde
dekstriiktif polisinovit gelistigi goriilmistiir (28).

Spondiloartritlerdeki karakteristik inflamasyon SIE’ler, omurga ve entez bdlgelerindeki
kikirdak ve kemik ara yiiziinde goriilmektedir. Inflamasyonun baslamasinda ve
stirdiiriilmesinde mekanik stres etkili olmaktadir (55). Bu durum hastaligin ¢ogunlukla

agirlik tagiyan bolgeleri etkileme nedenini agiklayabilmektedir.
2.1.4.3.1. inflamasyon ve Yeni Kemik Olusumu

Spondiloartropati  patofizyolojisinde yapisal hasar ile inflamasyonun nasil bir
etkilesimde oldugu oOnemli bir sorudur. SpA’da yapisal hasar iki farkli ozellik ile
karakterizedir. Bunlardan ilki eroziv kemik hasari digeri ise patolojik yeni kemik
olusumudur. Her iki 6zellik PsA’da oldugu gibi aym1 anda goriilebilmektedir. Kemik
destriikksiyonu ve kikirdak hasari, RA’ya benzerlik gosterir. Ancak yeni kemik
olusumuna y6n veren molekiiler mekanizmalar 6zellikle proinflamatuvar sitokinler ile

bu yollarin etkilesimi tam olarak anlagilamamistir (56).

2.1.5. Klinik Bulgular

Spondiloartrit grubu hastaliklarin ortak 6zellikleri; aksiyel iskelette (sakroiliak eklemler
ve omurga) inflamasyon, periferik artrit, entezit, daktilit, iveit, psoriazis ve
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inflamatuvar bagirsak hastaligidir. Nadiren, akciger ve kalp gibi diger organlarda da
tutulum olabilir (57).

2.1.5.1. Kas iskelet Sistemi Bulgular:

Kronik bel agrist ve sertlik, gogiis kafesi ile omurga (kostavertebral ve kostatransvers
eklemler) ile sternumu (kostasternal, manibriosternal ve sternoklavikular eklemler)
birlestiren eklemlerde entezit ve eklem inflamasyonunun yol agtig1 gogiis agrisi, tendon,
fasiya, baglar veya eklem Kkapsiilinin kemige yapisma vyerlerinde inflamasyonla
karakterize entezit, yorgunluk ve diger eklem tutulumlari kas iskelet sistemi

bulgularindandir.

Inflamatuvar bel agris biiyiik olasilikla inflame olmus SiE ve ¢evre baglarindan koken
alan, kiint, kolay edilemeyen ve dizin altina inmeyecek tarzda uyluk arka yiiziine
yayilan sekilde goriiliir. Agr1 genellikle baslangicta tek tarafli ve araliklarla olusurken
hastalik ilerledik¢e aylar igerisinde ¢ift tarafli ve siirekli olma egilimi tasir. Alt lomber

bolgenin sertligi ve 6zellikle sabahlari olan tutukluk 6nemli bulgulardir (58).

Entezitler st ekstremiteden ¢ok alt ekstremitelerde daha siktir. Alt ekstremitenin sik
entezit bolgeleri; asil-kalkaneus yapigsma bolgesi ve patellar tendon-patella yapisma

bolgeleridir (59). Ileri dénemlerde bu bolgelerde kemik spurlar olusabilir.

Kalga tutulumu AS’de oziirliiliigi en fazla etkileyen ekstra-aksiyel tutulumlardandir.
Kal¢a tutulumu jiivenil baslangighh hastalarda daha siktir ve bu hastalarda ileri
donemlerde kalga artroplastisi gereksinimi eriskin cagda baglayan AS’li hastalara gore
daha siktir (59, 60). Kalga ve omuz gibi kok eklemler disinda kalan periferik eklem
tutulumu primer AS’de nispeten nadirdir. Hastalarin yaklasik ti¢te birinde periferik
eklemlerde etkilenme olabilmektedir (61). Genelikle asimetrik, monoartikiiler veya

oligoartikiiler tutulum s6z konusudur (62).
2.1.5.2. Eklem Dis1 Bulgular

AS, eklem dis1 belirtiler (EDB) olarak akut anterior iiveit (AAU), psoriazis ve IBH

prevalansinin artti1 genetik, radyografik ve klinik 6zellikleri paylagmaktadir.
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Inflamatuvar sirt agrisi olan hastalarda AAU, psériazis ve IBH varliginin olmasi, SpA
teshisinin konulmasina yardimci olabilir. Dahasi, bir veya daha fazla EDB'nin varligi,
AS’nin prognozunu etkileyebilir (63, 64). Ayrica, AS’li hastalarda EDB'ler tedavi

kararini etkileyebilir.

Uveit; AS’nin, ReA’nin, PsA’nin ve IBH’nin hem yetiskinlerde hem de SpA'li

cocuklarda ortaya ¢ikan, sik goriilen ekstraartikiiler bir belirtisidir.

Uveit, HLA-B27 pozitifligi ve uzun siire hastalig1 olan SpA’larin alt tipine gére degisen
siklikta olusur (AS'de %33, PsA'da %6-9, ReA'da %25, farklilasmamis SpA'da %13 ve
IBH'de %2-5). AS ile iliskili iiveit ani baslangigli olma egilimindedir. SpA'daki iiveit
olgularinin ¢ogu akut anterior tiveitle iliskilidir, ancak géziin posterior segmentinde de
az sayida iiveit olgusu ortaya ¢ikmaktadir. Ikinci olarak Kistoid makiiler 6dem ve gdrme
kayb1 daha stk komplikasyona neden olur. Ancak ¢ogu hastada gorme genellikle 2 ay

igcinde tam olarak diizelir (65).

AS’li hastalarda ayrica kardiyovaskiiler riskin arttigi gosterilmistir. Altta yatan kronik
inflamatuvar siire¢ AS’de aterosklerotik riskin artmasinda énemlidir. Ileti bozukluklari
ya da aort yetmezligi gibi kardiyovaskiiler sistem bulgulari uzun siireli hastaligi

olanlarin %1 ile %10’u arasinda goriilebilmektedir (66).

AS’nin diger bir ekstra-artikiiler bulgusu akciger tutulumudur. AS'de pulmoner tutulum,
radyografide benekli ve lineer opasiteler olarak goriilen tiiberkiilozu taklit eden yavas
ilerleyen bilateral apikal fibrozis'den olusur. Siklikla, daha sonra Aspergillus tarafindan
kolonize olan kaviteler geligir. Daha once yapilan bir calismada, AS’nin baglamasindan
on yil sonra hastalarin %]1'inde bu akciger lezyonlarinin gozlendigi belirtilmistir (67).
Interstisyel akciger hastaligi ve gdgiis duvari hareketlerindeki kisitliliga bagli restriktif
tip akciger hastalif1 ve solunum yetmezligi goriilebilmektedir. Ayrica hastalarda uyku

apnesi ve spontan pnémotoraks da gelisebilmektedir (68).

AS’li hastalarda bobrek bozuklugu insidansinin %10-35 oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte AS’li hastalarda IgA (Immunoglobulin A) nefropatisi gériilebilmektedir (69).
Amiloidoz, hastalig1 aktif ve agresif seyreden, uzun siiredir hastalifi olan, yash

hastalarda daha sik goriilmektedir.
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PsA dislandiginda SpA’l1 hastalarin yaklasik %5-10"unda psoriazis goriillmektedir. Eslik
eden psoriazis varliginda hastalarda daha fazla periferik eklem tutulumu saptanmaktadir

(70).

AS’li hastalarda norolojik tutulumlar genellikle omurganin kirik, dislokasyon, kauda
ekina sendromu veya atlantoaksiyel subluksasyonla iligkilidir. AS’de omurga
kiriklarinin 6nemi biiytliktiir. Vertebra kiriklarinin 2. ve 3. dekadlarda pik yaptigir ve
hastalik siiresi arttik¢a travmasiz gelisen kiriklarin da arttigr bildirilmektedir (70, 71).
Spontan atlantoaksiyal subluksasyonlar, atlantooksipital subluksasyonlar veya yukari
(vertikal) subluksasyonlar RA’ya benzer sekilde goriilebilir. Spontan anterior
atlantoaksiyal subluksasyonun periferik eklem tutulumu olanlarda daha sik oldugu

vurgulanmugtir (72).

AS’li hastalarda kemik mineral yogunlugunda (KMY) azalma hastaligin erken
donemlerinde ve Ozellikle de aktif AS’li hastalarda goriilebilmektedir (73, 74). AS’de
ozellikle ilerleyen hastalikla birlikte vertebra kirik riskinin arttigi bilinmektedir (75).

2.1.6. Fizik Muayene Bulgulari

AS’nin erken tanisi igin ozellikle omurga ve SIE’leri kapsayan ayrmtili bir fizik
muayene yapilmalidir. Erken doneminde tipik AS bulgularmi gézlemek zor olmakla
birlikte, lomber omurgadaki hareket kisithligini ve sakroiliiti belirlemek olasidir. Belin
lic diizlemdeki hareketi de gozlemlenmelidir. One fleksiyon yer-parmak uzakligi
Ol¢iilerek degerlendirilebilir, ancak kalga ekleminde kisitlilik yoksa yer-parmak uzaklig
normal bulunabilecektir. One fleksiyonun degerlendirilmesinde kullanilan bir diger test
Schober testidir. Giiniimiizde daha yaygin olarak kullanilan Modifiye Schober testinde
ise lumbosakral bileske hizasindaki Veniis gamzelerinin 5 cm alt1 ve 10 cm iistii olmak
tizere toplam 15 cm’lik bir mesafe isaretlenir ve bu mesafede hastanin 6ne egilmesi ile

oOlusan fark fleksiyon Ol¢iimii olarak kabul edilir.

Hastaliin erken donemlerinden itibaren goglis ekspansiyonunda kisitlanma
saptanabilir. Yas ve cins farkliliklarindan etkilenme ile birlikte 5 cm’den az ise siipheli,

2.5 cm’den az olmasi anormal kabul edilir (76).
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Tiiber iskiadikumlar, biiyiilk trokanterler, spindz ¢ikintilar, kostokondral ve
manibriosternal bileskeler, iliak kanatlar, simfizis pubis, topuklar ve tibial tiiberkiillerde
entezit nedeni ile palpasyonda hassasiyet saptanabilir (57). Entezis bolgeleri entezopati

skorlama sistemlerindeki lokalizasyonlara gore palpasyonla muayene edilir (77).

Hastaligin ilerlemesi ile bazi postiir bozukluklart ortaya ¢ikar. Anterofleksiyon postiirii
degerlendirilmesinde oksiput-duvar ve tragus-duvar mesafesi Ol¢iimii AS’li hastanin

izleminde kullanilan parametrelerdendir.

Hastalarda zaman igerisinde lomber lordoz diizlesir, torakal kifoz artar. Abdominal
solunumun 6n planda olmasi1 sebebi ile karin bombelesir ve futbol topu karin goriintiisii
ortaya ¢ikar. (78). Servikal omurganin da eklem hareket agikligi degerlendirilmelidir;

ekstansiyon, sag ve sola rotasyon, lateral fleksiyon ve 6ne fleksiyon 6lgiilmelidir (79).
2.1.7. Laboratuvar Bulgular:

AS hastalar1 i¢in tanisal laboratuvar test yoktur. Hematolojik ¢alismalar genellikle
normaldir. Siddetli hastalig1 olan hastalarda, kronik hastalig1 yansitan hafif normositik-
normokromik anemi olabilir. Beyaz kan hiicre sayimi trombosit sayimi gibi normaldir.
Yiiksek hastalik aktivitesi olan hastalarda hafif trombositoz olabilir. Eritrosit
sedimentasyon hiz1 (ESH) ve C-reaktive Protein (CRP) olgularin yarisinda yiiksektir ve
periferik hastalik aktivitesi ile iliskili olma egilimindedir (80). CRP/ESH’nin izole
AS’de tahmini duyarliligi %38-45 iken, yeni baslangicli AS’de %50°dir. Normal ESH
ve CRP diizeyleri aktif hastaligin varligini dislayamaz. Bu nedenle hastalik aktivitesinde
kullanimlar1 kisithdir. Yine de giliniimiizde CRP, Serum Amiloid A (SAA) ve IL-6
verilen tedaviye cevabin en iyi gostergeleridir ve yiiksek CRP sakroiliit progresyonunun

giiclii pozitif belirleyicisidir (81).
2.1.8. Goriintiilleme
Direkt Radyografi

Sakroiliak eklem tutulumu (SIE) basta AS olmak iizere biitiin SpA’larda goriilebilen
ortak bir bulgudur ve tan1 igin yol gostericidir (82). Ozellikle AS ve farklilasmamis SpA
olgularinda en sik rastlanan baslangi¢ bulgusu sakroiliittir. AS hastalarinin tamaminda

sakroiliit goriiliir, ancak SIE tutulumu olmaksizin aksiyel tutulum olan hastalar da
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nadiren bildirilmistir (83). SIE’de yapisal degisiklik olan hastalarin %95’ten fazlasinda
konvansiyonel radyografiler tan1 koymak i¢in olduk¢a duyarlidir. Tipik sindesmofitlerin
belirlenmesi de tani i¢in hastalarda yararli olabilir. Sakroiliit genellikle ¢ift taraflidir ve

en erken bulgulardan birisidir. (84).
Sakroiliit radyolojik olarak New York kriterlerine gore evrelendirilebilir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Sakroileitin New York Olciitlerine Gore Derecelendirilmesi

Evre 0 Degisiklik yok, eklem yiizeyleri net olarak secilir, eklem araliklar
(normal) normal genisliktedir.

Evre 1 Stipheli degisiklikler, hekim grade 2 sayilan degisikliklerin olup olmadig1
(stipheli) konusunda kararsizdir.

Evre 2 Eklem yiizeyleri net segilemez, eklem bulaniklagmistir, kiiclik erozyonlar

ve hafif subkondral skleroz artis1 vardir ve eklem araliginda daralma

(minimal) goriilebilir.

Eklemin her iki yiizeyinde belirgin skleroz ve daha biiyiik erozyonlar,

Evre 3 (orta) eklem araliginda daralma ve yer yer kemik kopriilesmeler

Evre 4

(siddetli) Ankiloz, eklemde tam fiizyon

Entezit bulgusu olarak ligament ve tendon yapisma yerlerinde kemik erozyonlar1 veya
sacaklanmalar gozlenir. AS’de vertebralardaki tipik radyolojik goériiniim karelesmedir.
Vertebralarin normalde konkav olan ylizeylerindeki erozyon ve erozyon sonrasi reaktif
skleroz vertebralarin karelesmesine yol acar. Direkt grafidevertebra koselerinin skleroz
artisindan kaynaklanan parlak beyaz goriinlimii Romanus lezyonlar1 olarak adlandirilir.
Anulus fibrozusun ve spinal ligamentlerin kalsifikasyonu ile vertebra cisimleri arasinda
sindesmofit olarak adlandirilan kopriiler olusur. AS’de goriilen sindesmofitler IBH ye
eslik eden SpA’da oldugu gibi bilateral ve simetrik olup, tutunma noktalar1 birbirini
izleyen vertebra cisimlerinin {ist ve alt kenarlar1 arasindadir (marjinal sindesmofitler).
(85). SIE’deki inflamasyondan ankiloza uzanan degisiklikler apofizer eklemlerde de
olusur ve radyografik olarak eklem araliginda diizensizlik, skleroz ve ankiloza
saptanabilir. On-arka torakolomber grafilerde, ¢ok seviyeli, simetrik sindesmofit
olusumu ve apofizer eklemlerin sklerozu sonucu ortaya ¢ikan bambu kamis1 goriiniimii,

apofizer eklemlerin sklerozu, eklem ligamentlerinin ve interspindz ligamentlerin
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kalsifikasyonu 1ile olusan radyolojik goriiniim ise TUg¢li ray belirtisi olarak

adlandirilir(84).
Bilgisayarh Tomografi (BT)

Sakroiliak eklemde inflamasyona sekonder gelisen erozyon, subkondral skleroz, eklem
araliginda daralma ve yeni kemik olusumu gibi yapisal kemik degisikliklerini

belirlemede oldukga etkili bir yontemdir (86).
Kemik Sintigrafisi

IBA’s1 olan bir hastada standart radyografiler normal ise sakroiliit tanisi icin ilk tercih
edilecek yontem MRG olmalidir. Ancak MRG’nin goreceli olarak pahali olmas1 ve tiim
kliniklerde olmamas1 nedeni ile kemik sintigrafisi de bu amagcla kullanilabilmektedir
(87). Fakat bulgularin spesifik olmamasi ve yiiksek radyasyon riski nedeniyle

giiniimiizde sakroiliit tanisinda kemik sintigrafisi pek tercih edilmemektedir.
Manyetik Rezonans Gériintiilleme

SIE’lerin goriintiilenmesinde MRG ¢ok kullamisli bir modalitedir. Eklem kartilaj ve
sinoviyal kismi, eklem ylizey kikirdak yapisi, baglar ve kapsiiliin yapigma yerleri ¢ok
1yi sekilde ayirt edilebilir. Sakral ve iliak kemik yiizeylerinde diigiik sinyal yogunluguna

sahip ince bir bant seklinde subkondral kemigi gormek olasidir.

SIE’de aktif inflamatuvar lezyonlar olarak tanimlanan degisikliklerden en &nemlisi
kemik iligi 6demi veya osteittir. Bu degisiklik bagka hastaliklarda da goriilebilse de
aktif sakroiliit i¢in ¢ok Onemlidir. Kemik iligi 6demi yapisal hasarlarla (erozyonlar,
subkondral skleroz) ile birlikte olabilmektedir. Sinovitin saptanmasinda short-tau
inversion recovery (STIR) sekanslar normal sinoviyal siviyla sinoviti ayirt etmede
yetersiz kalirlar. Sinovit kontrastli T1 agirlikli yag baskili sekanslarda kontrastlanmig
hiperintens lezyonlar seklinde ayirt edilebilir. Kemik iligi 6demi olmaksizin SIE’de
sinovit ¢ok nadir bir durum olup, tek basina aktif sakroiliiti tanimlamak i¢in yeterli bir

bulgu degildir.

ASAS calisma grubu tarafindan aksiyel SpA siniflamasi icin MRG’de aktif sakroiliit

tanim1 belirlenmistir. Buna gore; kemik iligi 6demi veya osteitis, sinovit, entezit ve
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kapsiilit gibi aktif inflamatuvar lezyonlar SpA ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Aktif sakroiliit tanimi i¢in sadece kemik iligi 6demi veya osteitis gereklidir. Eger bir
kesitte sadece bir aktif inflamatuvar lezyon var ise birbirini izleyen en az iki kesitte de
gosterilmesi gereklidir. Ancak bir kesitte akut inflamatuvar lezyonlardan birden fazla

mevcut ise bu kesit akut sakroiliit tanisi igin yeterlidir (88).
Ultrasonografi

Son yillarda SpA’ll hastalarda yumusak doku tutulumunu degerlendirmede
ultrasonografinin (USG) olduk¢a duyarli ve non-invaziv bir goriintiileme ydntemi
oldugu gosterilmistir. USG aktif entezit, PsA’l1 hastalarda distal interfalangeal eklem
artriti ve daktiliti gostermede yararhidir. SpA’l1 hastalarda kalkaneal (plantar fasya ve
asil tendonu), diz (kuadriseps tendonu ve patellar tendonun proksimal ve distal yapisma
yerleri), kalga (gluteus medius tendonu) ve dirsek entez (medial ve lateral epikondil
tendonlar1) bolgeleri USG ile degerlendirilen ana bolgelerdir. USG’nin entezitin erken
bulgularin1 saptamada MRG’den daha yiiksek duyarlilia sahip oldugu gosterilmistir
(89).

2.1.9. Smiflama Kriterleri

SpA grubu igerisindeki hastaliklar i¢in siniflandirma kriterleri 6nceden beri mevcuttur.
1961°de AS i¢in ilk set kriterler Roma’ da olusturulmustur. Daha sonra 1966’da Roma
kriterlerinin duyarhiliginin diisiik olmas1 ve radyografik sakroiliitin olmasini gerektiren
New York kriterleri olusturuldu. AS’lilerin akrabalarin1 ve kontrol grubunu da igeren
bir ¢alismada New York kriterlerine gore “dorsolomber geciste veya belde agri1 veya
agr1 hikayesinin” 6zgilligi olmadig: i¢in ayirt ettirici degeri olmadig1 bulundu. Ayni
calismada gogiis ekspansiyonunun 2.5 cm’in altinda olmasinin da duyarliligi %15
bulundu. Bunun {izerine New York kriterleri 1984’de degistirilerek, klinik kriterlere
inflamatuvar bel agris1 eklendi ve gbgiis ekspansiyonu; cinsiyet ve yasa gore normal
degerlerin altinda olarak degistirildi (90). Modifiye New York kriterlerinin de erken
aksiyal SpA’da duyarliligimmin olmadigi, grade 2 sakroiliitte ise ozgilliigliniin sinirh

oldugu tespit edilmistir (91).

Bu nedenlerden dolayi bu kriterler ¢ok kisitlayict ve erken tani i¢in uygun olmadigindan

ESSG 1991°de, SpA i¢in “sakroiliitin radyografik kanit1” na bagimli olmayan yeni
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simiflandirma kriterlerini 6nerdi. Sakroiliit olmadan duyarliligt %77, 6zgilligi %89;

sakroiliit ile birlikte duyarlilig1 %86, d6zgilligii ise %87 bulunmustur (82).

ESSG kriterlerine paralel olarak 1990 yilinda Amor ve arkadaslar1 sayisal
degerlendirmeye sahip set kriter olusturdu (92). Bu kriterler daha komplike ama
entezopati, daktilit, tiveit, HLA-B27 pozitifligi gibi sik goriilen eklem dis1 belirtileri de
kapsadig i¢in, aksiyal ve/veya periferik eklem tutulumu olmayan ve bu nedenle ESSG
kriterlerinin kapsamadigi hastalar1 tanimaya yarar (57, 93). Amor Kkriterlerinin
duyarlilign %85, ozgilligi ise %90 bulunmustur (18). Amor ve ESSG kriterlerinin
aksiyel ve periferik SpA ayirimini yapamamasi ayrica gelistirildigi donemde MRG’nin

yaygin kullanilmiyor olmasi bu kriterlerin 6nemli kisitliliklarindandir (21).

Bu nedenle 2004’te ASAS (The Assesment of SpondyloArthritis International Society)
grubu, aksiyal ve periferik SpA smiflandirmasi olusturmak igin yeni bir uluslararasi
proje baslatti ve 2009’da aksiyal SpA’larin erken tanisi i¢in ASAS siniflandirma
kriterlerini yaymlandi (Tablo 2.3). Bu kriterlere gére radyografi veya MRG ile tespit
edilen sakroiliit belirleyici rol oynamaktadir. 2011 yilinda ise ASAS toplulugu aksiyel
iskelet yerine, 6n planda periferik artrit, entezit, daktilit ile seyreden hasta grubu igin
periferik SpA smiflama kriterlerini yayinladi (94) (Tablo 2.4). Ayrica ASAS tarafindan
da siiflandirma kriterlerinin bir dgesi olan inflamatuvar bel agrisi (IBA) kriterleri

gelistirildi (Tablo 2.5).

Tablo 2.3. ASAS Aksiyal SpA Kriterleri

Bel agrisinin siiresi >3 ay ve baslangi¢ yasi < 45 yas olan hastalarda

Goriintiilemede Sakroileit veya HLA-B27 pozitifligi
>1 SpA bulgusu >2 SpA bulgusu
SpA Bulgulari

- Psoriazis
Enﬂamatuvar_ bel agrisi crohn/ Kolit
Artrit NSAIl iyi yanit
Entezit (topuk) Ayl yarit -
.\ SpA ig¢in aile oykiisii
Uveitt
Daktilit HLA-B27
Artmig CRP
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Tablo 2.4. ASAS Periferik SpA Kriterleri

Artrit veya Entezit veya Daktilit

+
>1 SpA bulgusu >2 SpA bulgusu
[{V.elt. Artrit
Psoriazis Entezit
Crohn/ Kolit o
- . Daktilit
Onclil enfeksiyon . - .
Inflamatuvar bel agris1 (gecmiste)
HLA-B27 L TR
SpA i¢in aile oykiisii

Goruntulemede sakroileit

Tablo 2.5. ASAS IBA Kriterleri

-Agrinin 40 yas altinda baslamasi

- Sinsi baglangi¢

- Egzersizle diizelme

- Istirahatle diizelme olmamasi

- Gece agrisi (kalkmakla diizelme)

*Bu 5 kriterden 4’iiniin pozitif olmast IBA olarak
degerlendirilir.

2.1.10. Klinik Belirtilerin Degerlendirilmesi

Klinik belirtilerin belirlenmesi tant koyma, tedavinin dogrulugu ve etkinliginin
degerlendirilmesi ve AS klinik caligmalarinda aymi dilin konusulmasinin 6nemi
acisindan AS’ye Ozgii birgok degerlendirme yontemi gelistirilmis ve yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tablo 2.6) (95-97).
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Tablo 2.6 Ankilozan Spondilite Ozgii Degerlendirme Y dntemleri

OLCEK KISALTMA DEGERLENDIRME ACIKLAMA
0-100 mm’lik viziiel analog skala
Bath Ankilozan iizerinde cevaplandirilmasi istenen 6
Spondilit soru; yorgunluk, bel, boyun veya sirt
Hastalik BASDAI Hastalik Aktivitesi agrist, diger eklemlerde agri/sislik
Aktivite dokunmaya veya basiya kars1
Indeksi hassasiyet, sabah tutuklugunun

siddeti, sabah tutuklugu siiresidir.

10’luk numerik skala iizerinde
cevaplandirilmasi istenen 4 soru;

Ankilozan Sirt agrisi
Spondilit ASDAS Hastalik Aktivite Sabah tutuklugu
Hastalik skoru Hastanin genel durumu

Aktivite Skoru Periferik agri/sisme

Hastanin CRP’si veya ESH
eklenerek yorumlanir.

Bath Ankilozan 0-100 mm’lik viziiel analog skala
Spondilit . tizerinde cevaplandirilmasi istenen
Fonksiyonel B Fogliggron basit giinliik fonksiyonlar1 i¢eren 10
Indeksi sorudur.
Dougados Basit giinliik fonksiyonlar1 ne kadar
Fonksiyonel DFlI Fonksiyon zorlukla yapabildiklerini sorgulayan
Indeksi 20 sorudan olusur.
5 klinik 6l¢lim igerir ;

Bath Ankilozan Tragus duvar mesafesi
Spondilit BASMI Fonksiyon Laterel govde fleksiyonu Modifiye
Metroloji Spinal mobilite Schober

Indeksi Servikal rotasyon

Intermalleoler mesafe

Bath Ankilozan

Spondilit 5 . .
Radyolojik BASRI Yapisal hasar Omurganin X-ray degerlendirmesi
Indeksi

2.1.11. Tam ve Ayirict Tam

AS’de kesin tani, klinik kriterlerin yan1 sira radyolojik olarak sakroiliitin saptanmast ile

konulur. Radyolojik sakroiliitin ayirict tanisinda diisiiniilmesi gereken hastaliklar

mevcuttur (Tablo 2.7).
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Tablo 2.7. Sakroiliit Yapan Nedenler

1. Spondiloartropatiler; AS, ReA, PsA, IBH SpA, Akne ile iliskili artrit veya
SAPHO (sinovit, akne, piistiiloz, hiperostoz ve osteit) sendromu

2. Enfeksiyoz; Piyojenik enfeksiyonlar, Tiiberkiiloz, Sifiliz, Brusellozis,Whipple
hastalig1

3. Digerleri; Akut gut artriti, Kalsiyum pirofosfat hastaligi, Hiperparatiroidizm,
Parapleji, Sarkoidoz

2.1.12. Tedavi

AS’de hastaligi tamamen ortadan kaldiracak bir tedavi olmamakla birlikte, mevcut
tedavi modaliteleriyle hastalik iyi bir sekilde kontrol altinda tutulabilmektedir. Asil
tedavi hedefi remisyon olarak tanimlanmistir. Diisiik hastalik aktivitesi ikinci hedef
olarak kabul edilmektedir. AS tedavisinde amag; agri, sertlik ve yorgunlugu azaltmak,
diizgiin postiirii saglamak ve korumak, fiziksel ve psikososyal fonksiyonelligi saglamak

olarak 6zetlenebilir (98, 99).

ASAS/EULAR ve “American College of Rheumatology” (ACR)/“Spondylitis
Association of America” (SAA)/“Spondyloarthritis Research and Treatment Network”
(SPARTAN) tarafindan axSpA i¢in tedavi Onerileri yaymlanmistir (Sekil 2.3) (100-
102). 2016 yilinda giincellenen ASAS/EULAR axSpA tedavi onerileri tablo 2.8’de

gosterilmektedir.

| NSAIi
Egitim, '

egzersiz, hastalik | Periferik hastahk
fizik tedavi, Reiys

rehabilitasyon,
hasta dernekleri,
yardim gruplari

Siilfasalazin

Lokal kortikosteroidler

__4

Sekil 2.3. AS Tedavi Onerileri
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NSAIi, non-steroid anti-inflamatuvar ilag; bDMARD, biological disease-modifying
antirheumatic drug (biyolojik hastalik modifiye edici anti-romatizmal ilag). (100)’ten

degistirilerek adapte edilmistir.

Tablo 2.8. ASAS/EULAR Aksiyel SpA Tedavi Onerileri

1) Aksiyel SpA’l1 hastalarin tedavisi; hastaligin belirti ve bulgularina (aksiyel, periferik,
eklem dis1 bulgular) ve eslik eden hastaliklar, psiko-sosyal faktorler gibi hasta
Ozelliklerine gore bireysellestirilmelidir.

2) Aksiyel SpA’l1 hastalarin izlemi; hasta tarafindan bildirilen sonuglar, klinik bulgular,
laboratuvar testleri ve goriintiilemeyi icermelidir. Semptomlar, hastalik siddeti ve
tedaviye gore kisisel bazda izlem sikligina karar verilmelidir.

3) Tedavi, 6nceden belirlenmis bir tedavi hedefine gore yonlendirilmelidir.

4) Hastalar aksiyel SpA hakkinda bilgilendirilmeli ve diizenli olarak egzersiz yapmalari
ve sigarayr birakmalar1 konusunda cesaretlendirilmelidir. Fizik tedavi goz Oniinde
bulundurulabilir.

5) Agn ve sertlikten yakinan hastalar fayda ve zararlar1 hesaba katilarak, ilk basamak
ilag tedavisi olarak maksimum doza kadar bir NSAII kullanmalidir. NSAil’lere iyi yanit
veren hastalarda siirekli kullanim tercih edilmektedir.

6) Parasetamol ve opioid veya opioid benzeri ilaglar, daha 6nceki onerilen tedavilerin
basarisizligi, kontrendike olmasi ve/veya zayif tolere edilmesi nedeni ile devam eden
agrida g6z oniinde bulundurulabilir.

7) Kas-iskelet sistemi inflamasyonunun oldugu bolgeye lokal olarak glukokortikoid
enjeksiyonu diisiiniilebilir. Aksiyel hastaliga sahip hastalar sistemik glukokortikoidler
ile uzun siireli tedavi almamalidir.

8) Tamamen aksiyel hastalifa sahip hastalar normalde konvansiyonel sentetik hastalik
modifiye edici anti-romatizmal ilaglar (disease-modifying antirheumatic drug,
DMARD) ile tedavi edilmemelidir. Periferik artriti olan hastalarda siilfasalazin tedavisi
distiniilebilir.

9) Konvansiyonel tedavilere ragmen yiiksek hastalik aktivitesine sahip hastalarda
biyolojik DMARD’lar diisiintilebilir. Mevcut uygulama TNF inhibitorii tedavisi ile
baslamaktir.

10) TNF inhibitorii tedavisi basarisizliginda; baska bir TNF inhibitoriine ge¢is veya bir
anti IL17 tedavisi diisiiniilmelidir.

11) Hasta uzun stireli remisyondaysa biyolojik DMARD’1n azaltilmas: diistiniilebilir.

12) Direngli agris1 veya dizabilitesi olan ve yapisal hasarin radyografik kaniti olan
hastalarda yastan bagimsiz olarak total kalga artroplastisi diisiiniilmelidir. Ciddi
deformitesi olan hastalarda O6zellesmis merkezlerde spinal diizeltici osteotomi
diistiniilebilir.

13) Hastalik seyrinde onemli bir degisiklik meydana gelirse, omurgada kirik gibi
inflamasyon dis1 nedenler akla gelmeli ve goriintiilemeyi de iceren uygun degerlendirme
yapilmalidir.
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2.1.12.1. Nla¢ Tedavisi
2.1.12.1.1. Semptom Modifiye Edici Anti-Romatizmal ilaclar
Non-Steroid Anti-inflamatuvar Ilaclar

AS tedavisinde NSAIi’ler halen dnemini korumaya devam eden semptom modifiye
edici ajanlardir. NSAIi’lere olumlu yanit bel agrisinn inflamatuvar karakterde
oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir ve bir¢ok smiflama kriterinde yer
almistir. NSAil’ler AS ve nr-axSpA’li hastalarda benzer sekilde etkinlige sahiptir.
Hastalar ¢ogunlukla NSAII tedavisinin ilk 2 haftasinda tedaviye cevap vermektedir.
Etkinligin degerlendirilmesinde; eger kontrendike degilse en az 2 NSAIl’nin tolere
edilen maksimum dozda toplamda en az 4 hafta kullanilmasi dnerilmektedir. NSAII’ler
hastalarin semptomlarina gore kullanilmalidir. Hasta remisyondaysa kullanilan dozun
azaltimi ya da ilaca ara verilmesi denenmelidir. NSAII’lerin AS’li hastalarda hastaligin

erken doneminde kullanildiginda daha etkili oldugu goriilmektedir (92).
Basit Analjezikler ve Antidepresanlar

Parasetamol ve opioidler gibi analjezikler; NSAIl’ler, hastalik modifiye edici ajanlar
veya biyolojik ajanlarin tolere edilemedigi, kontrendike oldugu veya kullanilamadigi

durumlarda devam eden agriy1 azaltmada kullanilabilirler.
Kortikosteroidler

Sistemik kortikosteroidlerin, RA veya sistemik lupus eritematozusta dramatik ve dnemli
etkileri mevcutken AS tedavisi icin bu etkilerden s6z etmek pek olas1 degildir. Sistemik
kortikosteroidlerle 6zellikle periferik artritin modifiye edildigine dair kisitli veriler olsa
da aksiyel tutulumun {izerinde pek etkinligi olmadigi agiktir.  Sistemik

kortikosteroidlerin etkinligi kisa donem diizelmelerle sinirlidir (103).
2.1.12.1.2. Hastahk Modifiye Edici Anti-Romatizmal ilaclar (DMARD)

Hastalik modifiye edici anti-romatizmal ilaglar RA tedavisinde belirleyici ilaglar

olmasia ragmen, AS tedavisinde yerleri olduk¢a siirhidir. Bu ilaglarin kullaniminda
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aksiyel iskelet tutulumunda hastaligin ilerlemesini Onleyemedigi, periferik tutulumu

olan hastalarda ise yararinin sinirli oldugu artik bilinmektedir (100).

Siilfasalazin (SSZ)’in SpA grubu hastaliklarda kullaniminin altinda yatan ana diisiince;
bagirsaklarda goriilen ve hastaligin eklem dis1 yaygin bulgusu olarak diisiiniilen
inflamasyona etkili oldugudur. Bu konuda yapilan ¢alismalarda SSZ’in sadece ESH ve
sabah tutuklugu tizerinde etkin oldugu fakat fiziksel fonksiyonlar, agri, entezit, spinal
mobilite, hasta ve hekimin global degerlendirmesi gibi diger parametrelerde yeterli
etkinligi olmadig1 goériilmiistiir (104). SSZ periferik artriti olan, nispeten hastalik siiresi
kisa ve yiiksek ESH olan hastalarda bir secenek olarak diisiiniilebilir. Ayrica SSZ’in
SpA iliskili iiveitlerde hem alevlenme sikliginin hem de tiveit siddetinin azalmasina
etkisi oldugu bildirilmektedir (105). SSZ’in tedavi etkinligine karar vermek icin 4 aya
kadar beklenebilir. Sonu¢ olarak, konvansiyonel DMARD’larin axSpA’da etkili
olmadig1 gosterilmistir. ASAS/EULAR tarafindan yalnizca aksiyel hastaligi olan
hastalarda konvansiyonel DMARD kullanim1 6nerilmemektedir. SSZ periferik artriti

olan hastalarda bir tedavi segenegi olarak onerilmektedir (102).
2.1.12.1.3. Biyolojik Ajanlar

Biyolojik DMARD’lar, inflamasyonun 6zgiin yollarint ve sinyallerini bloke ederler. Bu
tedavi ajanlari, romatizmal hastaliklarda inflamasyonun farkli noktalarinda etkili olurlar.
bDMARD'lar NSAil’leri ve non-farmakolojik yaklagimlari da iceren konvansiyonel
tedavilere ragmen halen 1srarli hastalik aktivitesi yiiksek olan hastalarda diistiniilmelidir

(Tablo 2.9). Mevcut uygulama TNF-inhibitori (TNFi) tedavisine baglamaktir (102).

Tablo 2.9. ASAS EULAR AxSpA'li Hastalarda bDMARD Tedavisi Onerileri

1. Romatolog Tanili axSpA

2. Yiiksek CRP ve/veya MR ve/veya Radiyografik Sakroiliit*

3. Standart Tedavi Basarisizlig

Tiim hastalar;

-4 haftanin {izerinde en az 2 NSAII (toplamda)
Periferal agirlikli tutulumu olan hastalar;
-Uygun olanda tek lokal steroid enjeksiyonu
-Terapotik bir SLZ denemesi

4. Yiksek hastalik aktivitesi: ASDAS > 2,1 veya BASDAI >4

5. Pozitif romatolog goriisii
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*Infliksimab ve IL-17 inhibitorii (IL-17i) icin radyografik sakroiliit zorunludur.

Avrupa iilkeleri, ABD ve diinyanin diger bolgelerinde 5 TNFi (infliksimab, etanersept,
adalimumab, golimumab, sertolizumab) AS tedavisinde onayhdir. Etanersept,
adalimumab, golimumab ve sertolizumab Avrupa Birligi ve diger pek c¢ok iilkede aktif
nr-axSpA tedavisinde onay almistir. ABD’de ise heniiz onay almamistir (106). Avrupa
[lag Kurumu (European Medicines Agency (26))’nun onayr CRP pozitifligi ya da
MRG’de SIE’de veya omurgada aktif inflamasyon varlig1 gibi inflamasyonun objektif
bulgulariin goriildiigli hastalarla simirlidir. TNFi’nin kas iskelet sistemindeki etkileri
benzerdir. Bununla birlikte eklem digi bulgularindaki etkilerinde farkliliklar
olabilmektedir. Monoklonal antikorlar (golimumab, infliksimab, adalimumab,
sertolizumab,) IBH tedavisinde iiveit rekiirrensini énlemede (golimumab ile ilgili veri
bulunmamakta) etkiliyken, etanercept tiveit ile ilgili ¢eligkili sonuglara neden olmustur
ve IBH’de etkili degildir. Etanersept, psoriatik cilt tutulumunda diger TNFi’ne gore
daha az etkili gibi goriinmektedir (102).

TNFi’leri disinda farkli bir bDMARD smifi olan IL-17 yolu inhibisyonu da
kullanilmaya baslanmigtir. 1L-17i’lerinden sadece sekukinumab onaylanmistir. Bugiine
kadar sadece radyografik axSpA'da IL-17i ile ilgili veriler mevcuttur ve nr-axSpA'l
hastalarda veriler hala eksiktir.

Aktif IBH hastalarinda 1L-17i tedavisinden ka¢inilmalidir, ¢iinkii Crohn hastaliginda
plaseboya kiyasla sekukinumab etkili olmamis ve daha olumsuz olaylarla

sonuglanmustir (107).

ASAS ve EULAR bDMARD'larn etkililiginin ne zaman ve nasil degerlendirilecegini
ve hangi durumlarda devam edilmesi gerektigini gosteren onerilerde bulunmustur (102)

(Sekil 2.4).
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En az 12 hafta tedaviden sonra bDMARD'lara devam etmeyi diisiiniin

ASDAS > 1.1 iyilesme veya BASDAI > 2 iyilesme (0-10) *

*ASDAS veya BASDALI kullanilabilir, ancak her hasta i¢in ayni 6l¢iit kullanilmalidir.

Pozitif Romatolog Devam Goriisii

Sekil 2.4. ASAS/EULAR’m bDMARD'larin Devami I¢in Onerileri

Diger bir oneri ise; TNFi ile tedavisi basarisiz olursa bagka bir TNFi'ye veya IL-17i
tedavisine gegcmektir. Veriler, ikinci bir TNFi'nin (ilk TNFi'nin basarisizligindan sonra)
etkin oldugunu, ancak etkinlik diizeyinin birinci TNFi'den diisiik olabilecegini
diistindiirmektedir (108). Tedavinin cesitli asamalari ASAS/EULAR Onerileri ile
grafiksel bir gosterimle 6zetlenmistir (Sekil 2.5) (102).
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AKSIYEL SPA YONETIMINDE 2016 ASAS/EULAR ONERILERI

KLINIK TANILI AKSIYEL
SPA TUM HASTALAR

TUM
HASTALARDA
DUSUN ; e
SEMPTOMATIKSE

2-4 HAFTANIN yETERL { DEVAM
DEGERLENDIRMESI YANIT ,

I

YETERSIZ ETKi VE/VEYA

‘ AGIRLIKLI PERIFERAL FAZ1’DE TOKSISITE
SEMPTOM —

YALNIZCA AKSIYEL
HASTALIK

KONTRENDIKEYSE VEYA ETKI
YETERSIZSE

EN AZ 12 HAFTA
DEGERLENDIR

YETERSIZ ETKi VE/VEYA
FAZ 2'DE TOKSISITE

EN AZ 12 HAFTA
DEGERLENDIR

Sekil 2.5. AXSpA Yonetiminde 2016 ASAS/EULAR Onerileri
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2.2. DNA hasar

Genetik bilginin tasimmasi ve kalitimini saglayan DNA, kolayca zarar gorebilen bir
molekiil olup tizerinde bazi faktorlere bagl olarak devamli olarak hasar olusmaktadir.
Bu hasarlar DNA tamir sistemleri tarafindan tamir edilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla
oldugu veya tamir sistemlerinin yeterli olmadigi durumlarda DNA’da olusan hasarlar,
hiicre oliimiine kadar varan c¢esitli sonuglara neden olur. DNA hasarmin kanser,
yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar, dejeneratif hastaliklar ve immiin sistem
hastaliklar1 gibi doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile meydana gelen bir ¢ok hastaligin

etyopatogenezinde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (109, 110).

Hiicrelerde DNA’da meydana gelen hasarlar, Ames testi, in vivo memeli eritrosit
mikroniikleus (MN) testi, in vivo memeli fare kemik iligi kromozom aberasyon testi, in
vitro memeli hiicre gen mutasyon testi, bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri
ile belirlenmektedir. Memeli periferik kan hiicrelerindeki DNA’da meydana gelen
hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik ag¢idan arastirilmasinda in vivo ve in vitro
olarak kullanilabilen genotoksisite yontemleri arasinda; kromozom aberasyon (KA:CA),
kardes kromatid degisimi (Sister Chromatid Exchange; KKD), y-H2AX fokus, komet ve
sitokinez bloke mikroniikleus (CBMN) yontemleri siralanabilir (111, 112).

2.3. Sitokinez Bloke Mikroniikleus (CBMN) Y ontemi

Ilk olarak MN olusumu William Henry Howell ve Justin Marie Jolly tarafindan
eritrositlerde  tamimlanmugtir.  Bundan dolayr Howell-Jolly cisimcigi adi da
verilmektedir. Bu yontemin lenfositlerde ve diger hiicrelerde kullanilmasi ise Fenech ve

arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (113, 114).

MN; hiicrelerin mitoz bdoliinmesi sirasinda meydana gelen, esas c¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan koken alan
olusumlardir. MN sayisindaki artma, farkli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli olarak bir gostergesidir. Andploidiye sebep
olan ajanlar, sentromer bdlinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyonel
bozukluklara yol agarak ve klastojenler ise kromozomal kiriklar olusturarak MN

olusumuna katkida bulunurlar (115, 116).

28



MN testi, sitogenetik harabiyetin saptanmasi, kromozom analizine gore daha basit
olarak uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicrenin incelenebilmesi ve istatistiksel
acidan daha anlamli sonuglarin alinabilmesi gibi avantajlar ile yaygin olarak kullanilan

bir yontem olmustur (117).

Son yillarda yapilan The International Human Micronucleus (HUMN) databaz analizi
gibi ¢alismalarin sonucunda MN yontemi, dogruluk agisindan, genom hasar1 gibi
patolojik durumlarin arastirilmasinda giivenilir bir yontem olmasi ile, periferik kan
lenfositlerinde MN frekansinin kanser riskini belirlenmesinde bir biyomarkir olarak

kullanilabilecegi kabul edilmistir (118, 119).

Aym zamanda caligmalarda Romatoid Artrit (RA), Ailevi Akdeniz Atesi (FMF,
Familial Mediterranean Fever), Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), Skleroderma (SSc)
gibi birgok kronik inflamatuvar hastaliklarin tanisinda MN testinin biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi, bazi1 hastaliklarda hastalik aktivite parametresi olabilecegi

distintilmustir (5, 8, 120).

CBMN yontemi; orijinal olarak Helminthosporium dematioideum isimli mantardan elde
edilen bir mikotoksin olan sitokalazin-B’nin (Cyt-B) kullanilmasiyla gelistirilmis olup,
hiicre bdliinmesinin sitokinez evresinde aktin filamentlerinin durdurulmas: ve
dolayisiyla sitokinezi bloke edilmis bi-niikleer (BN) hiicrelerin elde edilmesini saglayan
bir yontemdir. Cyt-B, bu etkisini de aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin

polimerize olmasini 6nleyerek gosterir (121, 122).

CBMN yontemi, kromozomal hasarin, genomik karasizligin ve kanser riskinin bir
gostergesi olarak kullanilan bir genotoksisite yontemidir. CBMN yontemi daha sonra,
Fenech tarafindan CBMN sitom (CBMN-cyt) yontemi olarak gelistirilmigtir. CBMN-
cyt yontemi ile es zamanl olarak; kromozom instabilitesi/genom hasari, hiicre

¢ogalmasi ve hiicre 6liimii belirlenebilmektedir. Kisacasi ayn1 hiicrelerde;

- DNA hasarim1 belirlemek i¢in; kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarini
(andploidi) gosteren MN’lar; gen amplifikasyonlarint gosteren niikleer tomurcuk
(nuclear buds; NBUD)’lar; hatali DNA tamirlerini ve/veya telomer ug birlesmelerinin
sonucu olusan disentrik kromozomlar1 gosteren niikleoplazmik koprii (nucleoplasmic
bridges; NPB)’ler skorlanir.
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- Hiicre ¢ogalmasini belirlemek igin; mono-niikleer, bi-niikleer, multi-niikleer hiicreler

skorlanarak, hiicre ¢ogalma oranlar1 hesaplanir.

- Hiicre 6limiini belirlemek igin; apoptotik ve nekrotik hiicreler skorlanir (Sekil 2.6)

(114, 123).

Go
@
\

sc;2

o O = |
~\poploz Nekroz
Kromozom

Kiviklari ve kaybi

Disentrik (MN) Gen
kromozom Amplifikasyonu

Sekil 2.6. Cesitli Sitotoksik ve Genotoksik Ajanlara Maruz Kaldiktan Sonra, Kiiltiire
Edilmis Sitokinez-Bloke Hiicrelerdeki Genom Hasar1 ve Hiicre Oliimii (114)

2.4. Oksidatif Stres

Organizmalarda serbest radikallerin olusma hizi ile bunlarin ortamdan elimine edilme
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak isimlendirilir. Oksidatif
dengenin saglanmasi ile organizma, serbest radikallerden etkilenmez. Bu radikallerin
olusma hizinda artma ya da elimine edilme hizinda bir diisme oldugu durumda, denge
bozulur. Bu durum, oksidatif stres olarak isimlendirilir, prooksidanlar ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki dengede prooksidanlarin artmasi ile ortaya cikar

(124).

Organizmada metabolik reaksiyonlar olusurken endojen olarak ve cevresel faktorlerin

etkisiyle eksojen olarak serbest radikaller olusabilmektedir (125). Oksidatif stres
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durumunda reaktif oksijen tiirleri, proteinlere, lipidlere DNA ve RNA’lara zarar
verebilir. Ancak DNA’daki hasarlar hiicrede geri doniisii miimkiin olmayacak
problemlere yol agabilir. Farkli mekanizmalar ile DNA’daki hasarlar, baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 (kromozom kiriklar1), DNA-protein ¢apraz
baglanmas1 gibi ¢esitli lezyonlar seklinde olabilmektedir (9). 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) bu hasara ugrayan bazlar arasinda oldukga duyarli ve en sik
karsilasilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir. Calismalar idrar 8-OHdG'nin ¢esitli
kanserlerin, dejeneratif hastaliklarin ve inflamatuvar hastaliklarin risk degerlendirmesi
icin iyi bir biyobelirte¢ oldugunu gostermistir (14). inflamasyon, patojenlere kars1 dogal
bir savunma mekanizmasidir ve mikrobiyal ve viral enfeksiyonlar, alerjenlere maruz
kalma, radyasyon ve toksik kimyasallar, otoimmdiin ve kronik hastaliklar, obezite, alkol
tiketimi, titiin kullanimi, gliniimiizde yiiksek kalorili diyet gibi bircok patojenik
hastalik ile iligkilidir. Yiiksek ROS iiretimi ile baglantili kronik hastaliklarin birgogu
oksidatif strese ve ¢esitli protein oksidasyonlarina yol agmaktadir (126). Ayrica, protein
oksidasyonunda; inflamatuvar sinyal molekiillerinin ¢ok biiyiikk bir kismi ve
peroksiredoksin 2 (PRDX2) inflamatuvar sinyal olarak kabul edilmistir. inflamatuvar
uyaricilar, her yerde bulunan bir redoks aktif hiicre i¢i enzimi olan PRDX2'nin
saliimini uyarir. Salinimindan sonra redoks bagimli bir inflamatuvar araci olarak gorev
yapar ve TNF-a iiretmek ve salgilamak i¢in makrofajlar1 aktive eder. Calismalarda,
makrofajlardan gelen PRDX2 ve tioredoksinin (TRX), hiicre yiizeyi reseptorlerinin
redoks durumunu degistirebildigi ve inflamatuvar yanitin indiiklenmesine izin verdigi
boylece kronik inflamatuvar hastaliklarda potansiyel yeni bir terapotik hedef sagladigi

sonucuna varilmistir (11).

Modifiye bir baz olan 8-OHdG, DNA’da guaninin 8. karbon atomuna hidroksil
radikalinin baglanmasi ile meydana gelir. DNA replikasyonu sirasinda, G-C’den A-T’ye
doniistime neden olarak mutasyona egilim artar ve DNA’yr tamir eden enzimler
tarafindan elimine edilmesi de yeni genetik hatalara neden olur (127). Bu yiizden 8-
OHAG ol¢timii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan belirteci olarak kabul edilir ve
oksidatif DNA hasarimi belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden birisidir
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. DNA’daki Oksidatif Hasarin Belirteci Olarak 8-OHdG Olusumu (128)

Oksidatif DNA hasarmin 6lgiimiine yonelik farklh yontemler olmasina karsin, dogru ve

kesin olarak 6l¢iilmesi i¢in genelde tercih edilen iki yontem vardir;
1) Yiiksek performansh likit kromotografisi

2) Enzime bagli immiinosorban yontemi (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay;

ELISA).

DNA hasar iiriinlerinin spesifik tiplerinin kantitatif analizinde kullanilan immiinoassay
yontem olan ELISA ile 8-OHdG boyanmasi monoklonal antikorlar kullanilir ve 8-
OHAG seviyesi boyanmanin yogunluguna bagl olarak olciiliir (129). ELISA’nin, 6zel
bir laboratuvar donanimina ihtiyag duyulmamasi, kolay kullanilabilmesi, serum,
plazma, idrar gibi birgok viicut sivisinda calisilabilmesi ve yiiksek miktarda veri

sunabilmesi gibi avantajlar1 vardir (130).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Se¢imi

Calismamiz 01 Kasim 2017 ile 01 Ocak 2019 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Bdliimii’nde gergeklestirildi. Poliklinige
basvuran kronik bel agrili hastalar, Modifiye New York kriterlerine gore degerlendirildi.
Bu kriterlere gore AS tanist konulan hastalar ¢aligmaya dahil edildi. Degerlendirme
oncesinde hastalar ve kontroller calisma hakkinda bilgilendirilerek bilgilendirilmis olur
formlar1 dolduruldu. Calisma, Helsinki Bildirgesi’ne gore yliriitiildii ve 10/10/2018
tarihli 2018/8 nolu yerel etik kurul onay1 alindi, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri koordinasyon birimi tarafindan degerlendirildi ve desteklendi (TTU-2018-
8485).

HASTA GONULLULERIN ARASTIRMAYA DAHIL EDiLME KRiTERLERI
1. 18-65 yas arasi

2. Modifiye New York kriterlerine gére AS tanisi alanlar

3. Ek kronik hastalig1 olmayanlar

4. Herhangi bir ila¢ kullanmiyor olmak
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SAGLIKLI GONULLULERIN (KONTROL GRUBU) ARASTIRMAYA DAHIL
EDILME KRITERLERI

1. 18-65 yas aras1 saglikli olmak

2. Hasta goniilliilerle benzer yas ve cinsiyette olup IBA 6ykiisii ve/veya artrit hikayesi

olmayanlar

3. Herhangi bir ila¢ kullanmiyor olmak
GONULLULERIN ARASTIRMAYA DAHIL EDILMEME KRITERLERI
1. 18 yasindan kiiciik, 65 yasindan biiyiik olmak
2. Ek kronik hastaliklarinin olmasi

3. Alkol, sigara kulanimi olan hastalar

4. HBV, HCV gibi viral hepatiti olan hastalar

5. Malignitesi olan hastalar

6. Aktif tiiberkiilozu olan hastalar

7. Akut enfeksiyonu olan hastalar

8. VKI>30

9. Gebelik ve emzirme

3.2. Hastalarin Degerlendirilmesi

Her hasta ve saglikli goniilliller igin standart bir olgu bildirim formu dolduruldu.
Hastalar ve saglikli goniilliiler isim, soy isim, dosya numarasi, yas, cinsiyet, yasadigi
yer, telefon numaralari, silirekli kullandiklar1 ilaglar, ailesel hastaliklar, diger
hastaliklari, aliskanliklar1, genotoksisite maruziyetleri, viicut Kitle indeksleri (VKI), boy,
viicut agirligl, ekstra-artikiiler tutulum yoéniinden sorgulandi. Ayrica, hasta ve saglikli
goniilliler i¢in mikroniikleus bilgi formu dolduruldu. Bu formda; dogum yeri, meslek,

sigara kullanim1 (kag adet/giin; kac yildir), kahve tiiketimi (fincan/giin), ¢ay tiikketimi
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(bardak/giin), alkol kullanimi, son 3 ayda kullandig: ilaglar, siirekli kullandig ilaglar,
baska ek hastalik, ailesinde ailesel bagka hastalik, siirekli yedigi farkli besin, uyguladigi

diyet, kadinlarda menopoz/adet diizeni sorgulandi.

Doldurulan form bilgilerine gore, hasta ve kontrol kisilerden, az miktarda (1-3 fincan)
cay igen, son alt1 ayda siddetli enfeksiyon ya da viral hastalik geg¢irmeyen, herhangi bir
ilag kullanmayan, bilinen genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamais olan, farkl: bir
beslenme aligkanligi olmayan, hipertansiyon (regiile hipertansiyon harig¢), diyabet
(diyetle regiile diyabet harig), kalp, kanser gibi herhangi bir hastalig1 olmayan ve ailede

de kanser Oykiisii olmayan kisiler calismaya dahil edildi.

AS hasta grubunda; tam kan sayimi, ESH, CRP, HLA-B27, BASDAI, yeni tan1 hastalar
caligmaya dahil edildigi igin SIE direkt grafileri ve gerek duyulan olgularda SIE MR
gibi klinik, laboratuvar ve goriintiileme yontemleri kullanildi. Saglikli géniillilerden ise;

tam kan sayimi, ESH, CRP gibi laboratuvar testleri istendi.

Tam kan sayimi XN-9000 cihazi (Sysmex, Kobe, Japan) ile calisildi. ESH, Vision C
cihaz1 (YhloBiotech, Shenzhen, China) ile 6l¢iildii. CRP 6l¢iimleri Rochecobas C 8000
otoanalizoriinde (RocheDiagnostics, Mannheim, Germany) orijinal kitler kullanilarak
gerceklestirildi. HLA-B27, Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter, Indianapolis,
United States) ile degerlendirildi.

3.3. CBMN-Cyt Yéntemi icin Kan Orneklerin Toplanmasi ve Kiiltiire Edilmesi

Modifiye New York kriterlerini karsilayan yeni tan1 AS’li hasta gonilliillerden ve
saglikli goniillilerden heparinle yikanmis enjektorlere 4-5 ml (ya da heparinli 1 adet
tipe 4 ml) periferik kan 6rnekleri alindi. Alinan 4-5 ml kan 6rneklerinin ~0.4 ml’si, 5
ml’lik hiicre kiiltiir medyumu igeren kiiltiir tiiplerine eklenerek 37 °C’lik etiivde 72
saatlik tam kan kdiltiirii yapildi. Her bir kisi i¢in iki kiiltiir tipline ekim yapildi. CBMN-
cyt yontemine uygun olarak kiiltiiriin 44. saatinde 3ug/ml final konsantrasyonda
sitokalazin-B eklendi ve bi-niikleer hiicrelerin olugsmasi saglandi. CBMN-cyt yontemine
uygun sekilde 72 saatlik kiiltiir sonrasi kiiltiirler sonlandirildi. Kiiltiirler 6nce hipotonik
soliisyonu (0.1 M KCL) ile muamele edildi. Sonra takiben kiiltiirler iki kere de fiksatifle
(3:1, metanol: glasial asetik asit) muamele edildi ve preparatlar hazirlandi. Her bir kisi

icin, bir kiiltiir tiipiinden 2 tane olmak iizere toplam 4 adet preparat hazirlandi.
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Hazirlanan ve %6°lik giemsa ile boyanan preparatlar 151k mikroskobunda x40
bliyiitmede degerlendirildi. Her bir kisi i¢in, 1000 biniikleer hiicre sayildi. DNA hasarini
belirlemek iizere, 1000 biniikleer hiicrede bulunan MN, NBUD ve NPB sayilari
kaydedildi. Hiicre ¢ogalmasini belirlemek tizere de 1000 mononiikleer hiicre sayilirken
bulunan biniikleer, multi niikleer hiicreler skorlandi ve NBI formiilii kullanilarak

niikleer boliinme indeksleri hesaplandi (114, 131, 132).
3.4. CBMN-cyt Yontemi ile Hiicreleri Tanimlama Kriterleri

Sitokinezi bloke edilmis BN hiicrelerde; MN, NPB ve NBUD frekanslarii

degerlendirebilmek i¢in, BN hiicrelerin asagidaki kriterleri icermesi gereklidir;
* Hiicreler iki ¢ekirdekli olmalidir.

* BN hiicredeki iki ¢ekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

* BN hiicredeki iki c¢ekirdek, niikleoplazmik bir koprii ile bagli olabilir. Bu
niikleoplazmik koprii, ¢ekirdek ¢apinin 1/4‘tinden biiyiik olmamalidir.

* BN hiicredeki iki c¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin
lizerinde olmamalidir. ki ¢ekirdegi iist iiste ¢ikmus olan bir hiicre eger her bir

cekirdegin ¢ekirdek sinirlart ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

* BN hiicrenin sitoplazmik smir1 ya da zar yapist bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik siirindan agikca ayirt edilebilir olmalidir.

3.4.1. BN Hiicrelerdeki DNA hasar1 (MN, NPB ve NBUD) icin degerlendirme

kriterleri;
MN icin kriterler:

MN’ler morfolojik olarak ¢ekirdek ile ayni 6zellikte olup cekirdekten daha kiigiiktiir.
MN’leri skorlayabilmek i¢in 6zellikler agagida belirtilmistir (Sekil 3.1) (114, 123) ;

a) Insan lenfositlerindeki MN’lerin capi, genellikle ana cekirdegin ortalama ¢apmin

1/16 ve 1/3’1 arasinda olabilir.
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b) MN’ler kirillgan olmamalidir ve bdylece boyanmis partikiiller gibi artefaktlardan
kolayca ayirt edilebilir olmalidir.

¢) MN’ler ana ¢ekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’ler ana ¢ekirdege temas edebilir ancak iistiine binmis olmamalidir ve MN sinir1

cekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’ler genellikle ana ¢ekirdekle ayni yogunlukta boyanmalidir, ana ¢ekirdek bazen
daha yogun boyali olabilir.

f) Hiicrelerin 6 MN’den daha fazlasini igermemesi gerekir.

(a) (b) () (d)

Sekil 3.1. BN Hiicre Igindeki MN’lerin Morfolojik Gériintiileri. (a) MN’lerin ¢ap1 ana
cekirdegin ortalama capinin 1/16 ve 1/3’1i arasinda olabilir; (b) BN hiicreye temas eden
ve iist iiste binmemis MN’ler; (c) iki MN igeren birbirine NPB ile bagli BN hiicre; (d)
Farkl1 boyutlarda altt MN igeren BN hiicre (123)

NPB sayma kriterleri

NPB’ler, BN hiicrenin i¢inde g¢ekirdek ile baglantili ve icerisinde DNA bulunan bir
yapidir. NPB’ler, yanlis tamir edilmis DNA kiriklarinin veya telomer ug birlesmelerinin
sonucu ortaya cikan disentrik kromozomlardan orijin alir. Bu sentromerler anafaz
boyunca karst kutuplara ¢ekilir. NPB’leri skorlayabilmek i¢in ozellikler asagida
belirtilmistir (Sekil 3.2) (114, 123) ;

a) NPB’lerin genisligi cok onemlidir ancak hiicredeki cekirdegin boyutunun 1/4’{inii

gecmemelidir.

b) NPB’ler ayni1 zamanda ana ¢ekirdek ile ayn1 boyanma 6zelliklerine sahip olmalidir.
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c¢) Bazen bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlenebilir.
d) NPB igeren bir BN hiicrede bir ya da daha fazla MN bulunabilir.

e) Bir ya da daha fazla NPB igeren BN hiicrede, MN bulunmayabilir.

H

(@) (b) () (d)

Sekil 3.2. BN Hiicre Icindeki NPB’nin Morfolojik Goriintiileri. (a) Ideal BN hiicre; (b)
Cekirdekleri birbirine degen BN hiicre; (c) Dar bir NPB ile birbirine bagli BN hiicre; (d)
Genis bir NPB ile birbirine bagli BN hiicre (123).

NBUD sayma kriterleri

NBUD’ler, gen amplifikasyonunun ve DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun
isaretidir. NBUD’leri skorlayabilmek ig¢in 6zellikler asagida belirtilmistir (Sekil 3.3)
(114, 123) ;

a) NBUD’ler, MN’lere benzer goriinlimdedir, ancak MN’dan farki NBUD un ¢apindan
daha dar bir koprii veya ¢ok daha ince bir koprii ile g¢ekirdege bagli goriiniimde

olmasidir.
b) NBUD’ler, genellikle MN ile ayn1 boyanma yogunluguna sahiptir.

¢) Nadiren NBUD’ler ¢ekirdekle bitisik bir vakuol i¢inde yerlesmis olarak goriinebilir.
Cekirdege degen bir MN’den NBUDyi ayirt etmek zordur ancak genelde NBUD olarak
kabul edilir.

Cekirdekte bir niikleer materyal ¢ikintis1 varsa ve g¢ekirdekten agik bir ayirimi yoksa
NBUD olarak kabul edilemez. Bu olusumlara niikleer bleb (kabarcik) adi verilir, fakat

onemi bilinmemektedir.
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Sekil 3.3. BN Hiicre i¢indeki NBUD’lerin Morfolojik Goriintiileri (123).

3.4.2. Sitostatik etkiler i¢in, Bir- (mono-niikleer), iki- (bi-niikleer), ii¢- (triniikleer)

ve dort- (tetra-niikleer) ¢ekirdekli hiicrelerin sayilma kriterleri;

Sitostatik etkileri ve mitotik boliinme oranini belirlemek i¢in, mono-niikleer, bi-niikleer,
tri-ntikleer ve tetra-niikleer hiicreler skorlanir. Niikleer boliinme orani, niikleer boliinme
indeksi (Nuclear division index; NBI) formiilii kullanilarak ve bir ve ¢ok cekirdekli
hiicre sayilar1 skorlanarak hesaplanabilir. Bir ve ¢ok ¢ekirdekli hiicreler asagidaki

ozellikleri igermelidir (114, 123) (Sekil 3.4) ;

a) Bir, iki, ii¢ ve dort ¢ekirdekli hiicreler, biitiinliigiinii koruyan bir sitoplazma icermeli
ve normal ¢ekirdek morfolojisi gdsteren canli hiicreler olmalidir. Bu hiicreler, sirasiyla

bir, iki, li¢ veya daha fazla ¢ekirdek icerebilir.

b) Duruma gore iki c¢ekirdekli veya ¢ok c¢ekirdekli hiicreler bir veya daha fazla MN,
NPB veya NBUD igerebilir veya icermeyebilir.

Nekrotik ve apopitotik hiicreler canli hiicreler arasinda sayilmazlar. Nadir olarak da,
bazen hiicre dongiisii zaman1 normale gore ¢ok kisa veya sitokinez blok zamani ¢ok

uzun ise dort ¢ekirdekten daha fazla ¢ekirdek igeren hiicreler gozlenebilir.
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Sekil 3.4. Bir ve Cok (Ug ve Dért) Cekirdekli Hiicrelerin Morfolojik Goriintiileri (123).

NBI’nin hesaplanmasi

NBI, canli hiicrelerin béliinebilme durumunun 8lgiimiine olanak saglar. Bundan dolayi
NBI, hiicrelerdeki sitostatik etkileri gdsterir ve ayn1 zamanda lenfositlerdeki immun
fonksiyonun belirteci olan mitojenik cevabin dl¢iimiinii de saglar. NBi, Eastmond ve
Tucker’in metoduna gore hesaplanmaktadir (133). 1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdekli hiicrelerin
sikligin1 belirlemek iizere 500 veya 1000 bir-gekirdekli canli hiicre sayilir ve NBI:
(M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4 / N) formiilii kullanilarak NBI hesaplanir. M1-M4; 1-4
cekirdek iceren hiicrelerin sayisini belirtir ve N, hesaplanan toplam canli hiicre sayisini
belirtir (nekrotik ve apopitotik hiicreler dahil edilmez). NBI, lenfositlerin mitojenik
yanitt yanisira c¢aligmada kullanilan ¢esitli  ajanlarin  sitostatik  etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanish bir parametredir. NBI’nin en diisiikk degeri olasilikla
1.0°dir. Sitokinez-blok periyodu siiresince boliinme basarisiz olursa ve bundan dolay1
hiicrelerin tamam1 mononiikleer kalirsa bu durum olusabilir. Eger tiim canli hiicreler bir
niikleer béliinmeyi tamamlar ve bundan dolay1 hiicrelerin hepsi biniikleer olursa NBI
degeri 2.0 olabilir. Eger sitokinez-blok fazi boyunca birden fazla niikleer boliinmeyi
tamamlayip ve bundan dolay1 2’den fazla ¢ekirdek iceren canli hiicrelerin orani fazla

olursa, NBI degeri 2’den fazla olabilir (114).
3.5. 8-OHdG Seviyelerinin Belirlenmesi

Hasta ve kontrol kisilerden alinan kan ornekleri CBMN-cyt yontemi icin ekim
yapildiktan hemen sonra, 1500 g’de 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve 8-
OHdG olgiimii yapilincaya kadar plazma Ornekleri —80°C’de depolandi. Plazma
orneklerinde 8-OHdG ol¢tiimii, ticari 8-OHdG ELISA kiti (IM-KOGHS040914E;
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JalCA, Nikken SEIL Co., Ltd., Shizouka, Japan) kullanilarak yapildi. Plate tizerinde
standartlarin ve hasta kontrol kisilere ait plazma Orneklerinin konulacagi kuyucuklar
belirlendi. Kitte belirtilen protokole uygun olarak, plate iizerine plazma ornekleri
eklendikten sonra, 6nce primer antikor, sonra sekonder antikor ile inkiibe edildi. Daha
sonra kromatik substrat ve renk degisimi reaksiyonunu durdurmak fiizere de stop
soliisyonu ilave edildi. Plazma 6rneklerinin 8-OHdG seviyeleri, Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan Thermo Scientific
Multiskan FC Microplate Photometer ELISA cihazi kullanilarak 450 nm’de
absorbanslari dl¢iildii. Standart egri, ELISA kiti i¢ginde mevcut olan standartlardan elde
edilen 8-OHdG seviyelerine gore belirlendi (Sekil 3.5).

Absorbance at 450 nm
e o o
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o
N

o
=]

e

1
8~OHdG (ng/ml)

Sekil 3.5. Standart Egri

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadaki istatistiksel analizler i¢in SPSS (22.0) for windows programi kullanilarak
yapildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Normal
dagilima uymayan degiskenler i¢in ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik (CAA) olarak %25-
75 yuzdelik dilim degerleri kullanildi. AS hastalarina ve kontrollere ait CBMN-cyt
yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG seviyeleri, istatistiksel olarak nonparametrik
testlerden Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Ayrica hasta ve kontrol kisilere ait
CBMN-cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG seviyelerinin, yas, VKI, ESH,
CRP, HLAB27 ve BASDAI degerleri ile iliskisi de Spearman’s rho korelasyon analizi
ile degerlendirildi. P degeri <0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma siiresi boyunca yeni tan1 konulmus 60 AS hastasindan, ¢alismaya dahil
edilme ve dislama kriterlerine gore 25’i calismaya dahil edildi. Inflamatuvar bel
agris1, gebelik, emzirme, ilag kullanimu, obezite (VKI >30) ve artrit hikayesi olmayan
hastane ¢aliganlar1 ve hastane ziyaretgilerinden 25 saglikli goniillii ¢alismanin kontrol

grubunu olusturdu (Sekil 4.1).
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Kasim 2017- Ocak 2019 aras1 Modifiye Calismaya dahil
New York kriterlerine gore AS tanisi edilmeyen hastalar (n=34)
konulan hastalar (n=60)

e 18 hasta; Tani1 sirasinda

ilag kullanan (NSAII,
> OKS vb.)
e 7 hasta; Radyolojik
25 AS hastast ile 25 saglikli kontrol (yas degerlendirme
ve cinsiyet olarak hasta grubu ile yapilamayan

eslestirilmis) calismaya dahil edildi. « 9 hasta; Caligmaya

l katilmay1 kabul etmeyen

Baslangi¢ degerlendirme; Standart Olgu
Bildirim Formu (demografik ve hastalik
ile iliskili) ve BASDAI, HLA-B27,
Hemogram, Sedimentasyon, C-reaktif
protein

l

Sonraki degerlendirme; CBMN sitom
testi ile ;MN’1i BN hiicre frekanst,
NPB’li BN hiicre frekansi, NBUD’li BN
hiicre frekansi, metafaz sayisi, BN hiicre
frekansi, NBI degerleri ve 8-OHdG
ELISA kiti ile 8-OHdG seviyeleri

Sekil 4.1. Calisma Akis Semasi

Caligmaya alinan hasta ve kontrol grubu kisilerin demografik 6zellikleri Tablo 4.1’

de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Kisilerin Demografik Ozellikleri

Cinsiyet (Kadin) Cinsiyet (Erkek)

Say1 Yiizde Sayi Yiizde P degeri
AS grubu (n=25) 18 %720 7 %28,0
Kontrol grubu (n=25) 15 %60 10 %40 0,550
Tiim hastalar (n=50) 33 %66 17 %34

AS: Ankilozan Spondilit

AS hastalarinin yas (yil) ortalamasi 35.00 (29.0-44.0), kontrol kisilerin yas (yil)
ortalamasi 34.00 (29.00-39.50)'dii. AS hastalarmm VKi (kg/m?) ortalamasi 25.21
(22.87-26.99)’ydi. Kontrol kisilerin VKI ortalamas1 25.21 (23.30-26.92)’ydi. AS
hastalarinin BASDAI degeri ortalamalar1 5.70 (4.55-6.80)’di. AS hastalarinin
sedimentasyon (mm/s) ortalamalar1 14.0 (5.00- 21.00)’dii. Kontrol kisilerin
sedimentasyon ortalamalar1 7.00 (4.00-13.00)'ydi. AS hastalarinin CRP (mg/L)
ortalamalari 4.09 (1.09-7.64)’du. Kontrol kisilerin CRP ortalamalari 1.65 (0.39-2.07)'ti
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hasta ve Kontrol Kisilerin Bazal Degerleri

Hasta Kontrol
(n=25) (n=25) P degeri *
Median (CAA) Median (CAA)

Yas (yil)  35.00 (29.00- 44.00) 34.00 (29.00- 39.50) 0.854

VKi (kg/m?) 25.21 (22.87- 26.99) 25.21 (23.30- 26.92) 0.915

BASDAI  5.70 (4.55- 6.80) - -
ESH (mm/s) 14.00 (5.00- 21.00)  7.00 (4.00- 13.00) 0.115
CRP (mg/L)  4.09(1.09-7.64)  1.65(0.39- 2.07) 0.004

CAA: Ceyrekler Aras1 Aralik, VKI: Viicut Kitle Indeksi, BASDALI: Bath Ankilozan
Spondilit Aktivite Indeksi, Sedimentasyon: ESH, CRP: C-Reaktive Protein

* Mann-Whitney U test
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AS hastas1 ve kontrollere ait MN’li BN hiicre frekansi, NPB’li BN hiicre frekansi,
NBUD’li BN hiicre frekansi, metafaz sayisi, BN hiicre frekansi, NBI degerleri ve 8-
OHdG seviyeleri median- ¢eyrekler arasi aralik olarak verilmistir. Bu degerlerin

istatiksel olarak karsilastirilmasi, nonparametrik testlerden Mann-Whitney U Testi

kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta ve Kontrol Kisilere Ait CBMN-Cyt Yontemi Parametreleri ve
Oksidatif DNA Hasar1 Sonuglari

Hasta Kontrol P
degeri*
Median (CAA) Median (CAA)
MN’li BN Hiicre Frekansi (%0) 1.50 (1.10-1.90)  0.60 (0.35-0.80) <0.001
NPB’li BN Hiicre Frekansi (%) 0.50 (0.30-1.00)  0.30 (0.20-0.70) 0.043
NBUD’li BN Hiicre Frekansi (%) 0.40 (0.20-0.50)  0.20 (0.10-0.25) 0.001
Metafaz Sayisi (%o) 122:88)(37'50_ 11313%((?03) 50- 0.002
BN Hiicre Frekansi (%) 223().'235(; (16.90- 29'3;%.(503)'60_ <0.001
NBI 118 (1.16-1.20) 1.24(1.20-1.26)  <0.001
8-OHdG seviyesi (ng/mL) 1.93(0.51-2.29) 1.00(0.71-1.62) <0.001

CAA: Ceyrekler Arasi1 Aralik, BN hiicreler: Biniikleer hiicreler, MN: Mikroniikleus,
NPB: Niikleoplazmik képrii, NBUDs: Niikleer buds, NBI: Niikleer boliinme indeksi

*Mann Whitney U testi

AS hastalar1 ve kontrol grubu kisilerin MN’li, NPB’li, NBUD’li BN hiicre frekanslari
(%), Metafaz sayist (%o), BN hiicre frekans1 (%), NBI degerleri ve 8-OHdG seviyeleri
(ng/mL) degerleri Mann-Whitney U Testi ile karsilastirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Calismaya alinan AS hasta grubunda HLA-B27 (+) kisi sayist 9 iken, HLA-B27 (-) kisi
sayist 16 idi. AS hastalarindaki HLAB27 (+) ve (-) agisindan MN’li, NPB’li, NBUD’li
BN hiicre frekanslar1 (%), metafaz sayis1 (%o), BN hiicre frekansi (%), NBI degerleri ve

8-OHdG seviyeleri (ng/mL) median-¢eyrekler arasi aralik olarak verilmis ve Mann-
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Whitney U Testi ile karsilastirilmistir, ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunamamustir (p > 0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. HLA-B27 (+) ve HLA-B27 (-) Hasta Kisilere Ait CBMN-Cyt Yontemi

Parametreleri ve Oksidatif DNA Hasar1 Sonuglari

HLA-B27 (+) HLA-B27 (-) P
Degeri*

Median (CAA)  Median (CAA)

MN’li BN Hiicre Frekans: (%)  1.80 (1.50-2.15)  1.35(1.00-1.87)  0.083

N BN g Frelkans: 0.80 (0.50-1.40)  0.50 (0.20-0.85)  0.060

(%)

EEFD IV BN Hiicre Frekanst 4 4 o5.055)  030(0.20-0.47)  0.285
Metafaz Sayis1 (%o) 83776000) 5'-0- 79'?8 4(2‘(1)')00' 0.070
BN Hiicre Frekansi (%) 22'73% (9155)'30_ 19'%52 (5107) 10- 0.713
NBi 1.19(1.14-128)  1.17(1.16-1.19)  0.690
8-OHdG seviyesi (ng/mL) 1.97 (1.34-2.43)  1.86 (1.54-2.17) 0.651

CAA: Ceyrekler Arasi Aralik, HLA-B27 (Human Leukocyte Antigen-B27), BN
hiicreler: Biniikleer hiicreler, MN: Mikroniikleus, NPB: Niikleoplazmik koprii, NBUDs:
Niikleer buds, NBI: Niikleer boliinme indeksi

*Mann Whitney U testi

Hasta ve kontrol kisilere ait CBMN-cyt yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG
seviyeleri ile yas, VKI, BASDAI, sedimentasyon ve CRP degerleri arasindaki iliskileri

degerlendirmek i¢in Spearman’s rho korelasyon analizi yapildi.

Hasta grubunda yas ile sedimentasyon ve CRP degerleri arasnda ve VKI ile
sedimentasyon ve CRP degerleri arasinda pozitif yonde orta derece korelasyon bulundu.
Hasta grubunda sedimentasyon ile CRP degerleri arasinda da pozitif yonde yliksek

derece korelasyon bulundu (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Hasta Kisilerde Parametreler Arasindaki Korelasyon

Parametreler r p
Yas-ESH 0.507 <0.05
Yas-CRP 0.417 <0.05
VKI-ESH 0.483 <0.05
VKI-CRP 0.581 <0.01
ESH-CRP 0.653 <0.001

Kontrol grubunda ise yas ile 8-OHdG seviyeleri arasinda da negatif yonde orta derece
ve VKI ile CRP degerleri arasinda pozitif yonde orta derece korelasyon bulundu (Tablo
4.6).

Tablo 4.6. Kontrol Kisilerde Parametreler Arasindaki Korelasyon

Parametreler r p
Yas-80HdG -0.431 <0.05
VKI-CRP 0.433 <0.05
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5. TARTISMA

Bilindigi kadar1 ile, AS’de DNA hasari, mikronukleus ve benzer diger DNA hasari
gostergeleri lizerine yapilmis literatiirde ¢alisma yoktur. Bu ¢aligma, AS hastaliginin
patogenezinde genom/DNA hasarin1 arastiran ilk calismadir. Calismamizda AS
hastalarimin patogenezinde genotoksik ve sitostatik etkiler, periferik kan lenfositlerinde,
CBMN-cyt yontemi ile arastirilmistir. CBMN-cyt yontemi parametreleri; saglikli
goniilliiler ile karsilastirilarak, AS hastaliginin patogenezinde genom hasar1 ile

iligkisinin olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Ilging olarak ¢alismamizda; AS hastalarinda kontrol grubu kisilere gére MN’li, NPB’li,
NBUD’li BN hiicre frekanslari (%) kontrollere gore anlamli yiiksek bulunmustur bunun
yaninda metafaz sayis1 (%o), BN hiicre frekans1 (%), NBI degerleri ise kontrollere gore
disik bulunmustur. Daha o6nce genom/DNA hasar1 belirtegleri c¢alisilmayan AS
hastalig1; Behget ile benzer patogenez ve klinik 6zelliklere sahiptir ve yapilan dnceki iki
calismada, saglikli kontrol grubuna goére MN frekans:1 yliksek olarak bulunmus ve
hastalik gelisiminde rol oynayabilecegi diistiniilmistiir (4, 5). Ayn1 zamanda daha 6nce
yapilan caligmalarda RA, Ailevi Akdeniz Atesi, SLE (Sistemik Lupus Eritematozus),
Skleroderma (SSc) gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda mikroniikleus sitom testi ile
bakilan parametrelerde; bu hastaliklarin patogenezi iizerindeki roliine, tan1 konulurken
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligine, hastalik aktivitesi ile olan iligkisine ve verilen

immiinsiipresif tedavi ile degerinde artig olup olmamasina bakilmistir (4-6, 8).

Ramos-Remus ve arkadaglarimin yaptigi ¢alismada RA hastalarinda MN testi
kullanilarak MN degerlendirilmesi yapilmistir (134). Bu ¢alismada; RA hastalarinda
48



MN frekansinin arttigini, MTX (Metotreksat) kullanimiyla MN  frekansinin
degismedigini, dolayisiyla genotoksisitenin MTX ile iligkili olmayip RA'nin kendisiyle
iliskili oldugu gosterilmistir. Folik asit takviyesi ise MN sayisin1 etkilememistir.
Bununla birlikte, RA'nin MN'yi indiikledigi seklindeki bulgularinda Sjégren sendromu,
klorokin ve NSAIl kullanimi gibi, MN indiiksiyonu ile de iliskili olabilecek diger
faktorler analiz edilmemistir. Bizim c¢alismamizda MN indiiksiyonu yapabilen ilag
kullanimi, ek kronik hastalik Oykiisii dikkate alinmis ve buna gore hasta ve saglikli

kontrol grubu se¢ilmistir.

Karaman ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligma, RA’l1 hastalarda ve saglikli
kontrollerde periferal lenfosit kiiltiirlerinde MN sikligini test etmis; yazarlar, MN ve BN
hiicrelerinin sayisinin, kontrollere kiyasla RA'da anlamli sekilde yiiksek oldugunu
bulmuslardir (120).

Genetik lezyonlarin ve DNA hasarinin RA'nin patogenezinde bir etkisi olup olmadigini
belirlemek amaciyla Karaman ve arkadaglarinin yaptigi bagka bir c¢alismada, RA’l
hastalarda komet testi ve MN olusumu degerlendirilmis ve ayrica ¢alismada RA'daki
oksidatif stresin DNA hasari ile bir iliskisi olup olmadigini géstermek amaglanmistir.
Calisma sonucunda; komet testi uzunlugu, MN frekanslar1 ve malondialdehit (MDA)
seviyelerinin, hem aktif hem de inaktif donemdeki hastalarda kontrollere gore anlamli
derecede yiiksek oldugu bulunmustur (120). Boylece, RA hastalarinda artmis bir DNA
hasart oldugunu ve bu durumun RA patogeneziyle iligkili oldugunu 6ne siirmiiglerdir.
Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde, AS hastalarinda kromozomal DNA hasarinin
(MN, NPB ve NBUD frekanslarinin) kontrollere goére anlamli derecede yiiksek oldugu

bulunmustur.

Karaman ve arkadaglarinin yaptig1 calismada da Behget hastaligi (BH) olan kisilerde
kardes kromatid degisimi ve MN frekanslar1 degerlendirilmis ve Behget hastaliginin
aktif ve inaktif donemlerinin her ikisinde de saglikli goniillillere gore MN frekansi

artmis bulunmustur (4).

Hamurcu ve arkadaglarmin yaptigi bir ¢aligmada Behcget hastaligi olan hastalarin
lenfositlerinde ve oral mukozalarindaki eksfolyatif (dokiilmiis) hiicrelerinde MN siklig1

degerlendirilmis ve her ikisinde de tedavi durumundan bagimsiz olarak MN siklig1
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kontrol grubundan yiiksek bulunmustur (5). Bu ¢alismanin bulgular;; BH’de genomik
DNA hasarinin arttigin1 ve bu hastalarda yetersiz bir DNA onarimi tiirii olabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte; genetik degisikliklerin muhtemelen BH'de etkin olan
immiinopatolojik mekanizmada en azindan ikincil bir rol oynayabilecegini ve primer

DNA defekti tarafindan belirlenmedigini saptamiglardir.

Severin ve arkadaglarinin yaptig1 bagka bir calismada siklofosfamid alan SLE hastalar
ve SLE olmayip herhangi bir tedavi almayan kontrol gruplarinin periferik kan
lenfositlerinde MN hiicrelerinin sikligi analiz edilmis ve tedavi i¢in siklofosfamid alan
SLE hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek MN frekanslari bulunmustu (6). Bu

yiiksek MN frekansi, tedavinin baglanmasindan 48 saat sonra gdzlenmisti.

Migliore ve arkadaglarinin SLE ve SSc hastalarinda lenfositlerde spontan sitogenetik
hasar sikligin1 degerlendirmek amaciyla MN testini kullanarak yaptiklar1 bir caligmada
MN frekansinin SLE ve kontrol grubu arasinda farkli olmadigi ancak &zellikle anti-
sentromer antikorlart (ACA) pozitif ve anti Scl70’i negatif olan SSc hastalarinda ise

anlaml1 derecede yiiksek oldugu bulunmustur (7).

Porciello ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada SSc’li 43 hasta, idiopatik raynaud
fenomeni (RFn) olan 13 hasta ve siipheli sekonder RFn olan 16 hastanin kiiltiire edilmis
periferik lenfositlerinde spontan kromozom hasari (MN testi) yapilmis. Hastalar ayrica
ANA (Anti Niikleer Antikor), ACA veya Scl70 otoantikor varligi acisindan da
simiflandirilmig. SSc'li hastalarda ve sekonder RFn'li hastalarda kontrollerden daha
yiiksek MN frekanslar1 saptanmis. Ayrica, ACA pozitif hastalarin, en yiiksek MN
frekansim1 gosterdigini, bdylelikle ACA'nin sitogenetik anomalilerin belirlenmesinde

olast bir rol oldugunu diistinmiisler (135).

Al-Rawi ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢aligmada; SLE’li hastalar ile kontrol grubu
alimmig ve her iki grupta hiicresel ve niikleer anormallikleri 6lgmek i¢in bukkal
mikroniikleus sitom testi kullanilmis. SLE hastalarinda kontrollere kiyasla onemli
Olcide daha yiikksek MN, NBUD, BN hiicreler, bazal hiicreler, yogunlastirilmis
kromatin hiicreleri, karyorrektik hiicreler, piknotik hiicreler ve karyolitik hiicreler
goriilmiistiir. SLE tanisinda buccal MN sitom tayin skoru> 4, en yiiksek dogruluga
(%93.1), neredeyse miikemmel pozitif prediktif degere (6n olasilikta % 50.1-%98.1 ve

on test olasihiginda %90-%99.8), %87.9 duyarlihiga ve %98.3 0Ozgiilliige sahipti.
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Sonugta; SLE hastalarinda DNA hasar1 biyobelirtecleri, proliferatif potansiyel ve hiicre
Oliimii 6nemli Olclide artmis saptanmis ve bukkal mikroniikleus sitom testi, klinisyenler
icin SLE gelisme riski yiiksek olan bireyleri degerlendirmenin gegerli ve kolay bir yolu
seklinde sonuca baglanmistir (8). Bizim ¢alismamizda da degerlendirilen AS
hastalarindaki MN’li BN hiicre frekansi (%), NPB’li BN hiicre frekansi, NBUD’li BN

hiicre frekansi kontrollere gore anlamli yiiksek bulundu.

CBMN-cyt yontemi; kromozomal anormalliklerin Ol¢iimii i¢in gii¢lii bir metoddur.
CBMN-cyt yontemi ile es zamanli olarak; kromozom instabilitesi/genom hasari, hiicre
cogalmast ve hiicre olimi belirlenebilmektedir. Ayni1 hiicrelerde; DNA hasarinm
belirlemek icin; kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarini (andploidi) gésteren
MN’ler; gen amplifikasyonlarini gosteren NBUD’ler; hatali DNA tamirlerini ve/veya
telomer ug¢ birlesmelerinin sonucu olusan disentrik kromozomlar1 gosteren NPB’ler
skorlanip, hiicre ¢ogalmasini belirlemek ic¢in; mono-niikleer, bi-niikleer, multi-niikleer

hiicreler skorlanarak, hiicre ¢ogalma oranlar1 hesaplanabilmektedir.

Kromozom diizeyinde DNA hasarinin incelenmesi genetik toksikolojinin 6nemli bir
pargasidir ¢iinkii kromozomal mutasyon karsinogenezde onemli bir olaydir (136).
Ekzojen veya endojen faktorlerden kaynaklanan herhangi bir genotoksik stres,
kromozomal instabilitenin bir gostergesi olarak bir MN olusumuna yol agar.
Kromozomal hasarin ve MN olusumunun bir¢ok malignitenin patogenezinde dnemli bir
rol oynadigina inanilmaktadir. Arastirmalar, MN tahlilinin risk tahmininde, taramada,
tanida, prognozda ve kanserde tedavi-cevap gostergesi olarak kullanilabilecegini
gostermistir (137). Son zamanlarda, biiyiik bir uluslararasi kohort c¢aligmasi saglikli
kontrollerdeki MN sikligi ile kanser riski arasinda anlamli bir iliski oldugunu
gostermistir (138). MN analizleri, kromozom hasarini degerlendirmek igin tercih edilen
yontemlerden biri olarak ortaya c¢ikmistir, c¢linkii hem kromozom kaybi hem de
kromozom kirilmasinin giivenilir bir sekilde Olgiilmesini saglar (114). Biz de
calismamizda AS hastalar1 ve kontrol grubu kisilerde MN, NPB, NBUD, BN hiicre
frekanslar1 (%), Metafaz sayis1 (%o), BN hiicre frekans1 (%) ve NBI degerlerini ¢alistik.
Calismamizin sonucunda MN, NPB ve NBUD degerleri AS’li hastalarda kontrollere

gore anlamli yliksek bulundu.
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Ayrica insan dokularinda oksidatif olarak modifiye edilmis DNA miktarlarinin artmasi,
Ozellikle tiimorlerde saptanmustir (128). 8-OHdG olusumunda DNA'ya yansiyan
oksidatif hasar, 6nemli mutagenez ve kanserojendir (139). Hiicrelerin yasamasi igin
oksidatif DNA modifikasyonuna aracilik etmek ve bunlar1 ortadan kaldirmak/onarmak
icin bir¢ok onarim enzim sistemi vardir. Onarilamayan oksidatif lezyonlar kansere
neden olma riskini artirarak mutasyonlara neden olabilir (140). Calismamizda bulunan
kontrollere gore AS hasta grubundaki artmis 8-OHdG seviyeleri kanser risk artisini
gosterebilir. Fakat kanser cok basamakli ve multifaktériyel bir olusum oldugu icin
yalnizca AS ‘nin kendisinin kanser riski yaptigint sdylemek zordur ve baska calismalara

ihtiya¢ oldugunu diistiinmekteyiz.

Her ne kadar AS'nin patogenezi tam olarak acikliga kavusturulmamis olsa da immiin
mekanizmalarin  AS'nin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Gegtigimiz yillarda arastirmacilar, bazi otoimmiin hastaliklar1 olan bireylerde kanser
riskinin arttigim1  bildiren ¢esitli c¢alismalarla malignite ve otoimmiin hastaliklar
arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Ornek olarak, RA’da genel malignite %28 artmis
risk ile iligkili bulunmustur (141). Yillar boyunca, RA hematolojik ve solid maligniteler
acisindan artmis bir risk ile iligkilendirilmistir. DMARD tedavisi ve biyolojik

tedavilerde de artmis bir kanser riski s6z konusudur (142).

Retrospektif bir Kore kohort ¢alismasinda; ortalama 7.4 yil takip siiresi boyunca 2104
RA hastast takip edilmis ve RA’l1 hastalarda non-Hodgkin lenfomada artmis bir risk
oldugu gosterilmistir, fakat mide kanseri i¢in daha disiik bir risk bulunmustur (143).
Benzer sekilde, 2003 ve 2012 yillar1 arasinda 66.953 hasta yilindan olusan daha genis
caplt bir Japon kohort veritabani, erkeklerde rektum ve bobrek, kadinlarda mide ve
rektum kanserlerinde ve hem erkeklerde hem de kadinlarda karaciger kanserinde azalma
oldugunu saptamistir (144). Bununla birlikte, her iki cinsiyetteki RA hastalarinda
lenfoma riski anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur, ancak RA’l1 kadinlarda 16semi

insidansi belirgin sekilde daha az bulunmustur (145).

Literatiire bakildiginda Deng ve arkadaslarinin yaptig1 bir sistematik derleme ve meta-
analiz ¢alismasinda; AS’de malignite riski degerlendirilmis, AS genel malignite
riskinde %14'lik artig ile iliskili bulunmus ve Kontrollere kiyasla, AS'li hastalar sindirim

sistemi malignitesi, multip] miyelom ve lenfomalar icin &zel olarak artmis risk
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altindadir denilmis. Alt grup analizinde de yiiksek kalite kohort ¢aligmalarindan elde
edilen kanitlara gore; Asya kokenli AS hastalarinin genel olarak malignite agisindan
yiiksek risk altinda oldugu gosterilmistir. Spesifik risk faktorlerini belirlemek ve tedavi
etkilerini degerlendirmek icin genis capli uzun siireli ¢alismalardan elde edilen

bulgularin dogrulanmasi gerektigini diistinmiisler (146).

Daha oOnceki yapilan g¢alismalarda MN siklig1 ve kanser arasinda anlamli iliskiler
bulunmustu. Bu sonucglara gore ve literatiirde AS’li hastalarda artmis kanser riski
bulundugu i¢in ¢alismamizda yiiksek bulunan MN frekansi, NPB, NBUD degerleri

AS’li hastalarda kanser riski agisindan anlamli olabilir.

Calismamizda bakilip AS’li hastalarda kontrollere gore diisiik bulunan metafaz sayisi
(%o), BN hiicre frekans1 (%), NBI degerleri; hiicre ¢ogalmasini (sitostazi) gosteren
parametreler olup beklenilen diger parametreleri destekler sekilde yiiksek bulunmasiydi.
Daha once Teng ve arkadaglarimin yaptigi bir ¢alismada Anhui popiilasyonunda
periferik kan lenfositlerinde CBMN yontemi ile NBI degerlerine bakilmis ve erkeklerin
NBI degerinin kadinlardan diisiik oldugu, farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p
<0.001); halen sigara icenlerin NBI degerlerinin sigara igmeyenlere gore daha diisiik
oldugu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve igki tiiketen gruplarm NBI'sinin,
igmeyen niifusunkinden diisiik oldugunu ve farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu saptamislar (147). Bizim g¢alismamiza alinan AS’li hastalarin sigara ve igki
tiikketmiyor olmast ve AS’li grupta NBI degerinin diisiik bulunmasi Teng ve ark. nin
yaptig1 ¢alisma ile ¢elismektedir. Bu nedenle bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasi

gerektigi agiktir.

Diger caligmalarda ayrica kronik inflamatuvar hastaliklar1 olan bireylerden elde edilen
serum, periferik lokositler ve/veya tiimor dokularinda oksidatif hasarlarin 6l¢iimiine
odaklanilmistir, bunun nedeni; oksidatif stres durumunda reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
asir1 Uretilirse veya antioksidan sistemler tarafindan yetersiz sekilde uzaklastirilirsa, bir
dizi dejeneratif, neoplastik ve immiin ya da inflamatuvar bozuklugun da dahil oldugu
hiicresel DNA, protein ve lipitlerde oksidatif hasara neden olurlar. ROS olusumunun
cesitli inflamatuvar hastaliklarda arttig1 ve dolayisiyla inflamasyonun potansiyel olarak

DNA, lipit ve proteinlerde oksidatif hasara sebep oldugu gosterilmistir (9, 10). Ayrica
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oksidatif stresin ER’de strese neden olarak UPR’ye sebep oldugu ve inflamatuvar

yolaklari tetikleyebildigi saptanmistir (12, 13).

8-OHdG; niikleer ve mitokondrial DNA'da, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin veya 8-okso-
7,8-dihidro-2-deoksiguanozin (8-oksodG), serbest radikal kaynakli oksidatif lezyonlarin
baskin formlarindan biridir ve bu nedenle oksidatif stres ve karsinogenez igin bir
biyobelirte¢ olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Caligmalar idrar 8-OHdG'nin ¢esitli
kanserlerin ve dejeneratif hastaliklarin risk degerlendirmesi i¢in iyi bir biyobelirteg
oldugunu gostermistir (14). Inflamasyon, patojenlere karsi dogal bir savunma
mekanizmasidir ve mikrobiyal ve viral enfeksiyonlar, alerjenlere maruz kalma,
radyasyon ve toksik kimyasallar, otoimmiin ve kronik hastaliklar, obezite, alkol
tilketimi, titiin kullanimi, giliniimiizde yiiksek kalorili diyet gibi bircok patojenik
hastalik ile iliskilidir. Yiiksek ROS iiretimi ile baglantili kronik hastaliklarin birgogu
oksidatif strese ve ¢esitli protein oksidasyonlarina yol agmaktadir (126). Ayrica, protein
oksidasyonunda; inflamatuvar sinyal molekiillerinin ¢ok biiyilk bir kismi ve
peroksiredoksin 2 (PRDX2) inflamatuvar sinyal olarak kabul edilmistir. inflamatuvar
uyaricilar, her yerde bulunan bir redoks aktif hiicre i¢i enzimi olan PRDX2'nin
salinimini uyarir. Salinimindan sonra redoks bagimli bir inflamatuvar araci olarak gorev
yapar ve TNF-a iiretmek ve salgilamak icin makrofajlar1 aktive eder. Caligmalarda,
makrofajlardan gelen PRDX2 ve tioredoksinin (TRX), hiicre yiizeyi reseptorlerinin
redoks durumunu degistirebildigi ve inflamatuvar yanitin indiiklenmesine izin verdigi
boylece kronik inflamatuvar hastaliklarda potansiyel yeni bir terapotik hedef sagladigi
sonucuna varimstir (11). Bizim ¢alismamizda da TNF-a' ve UPR’nin hastalik
patogenezinde rol oynadigi bir kronik inflamatuvar hastalik olan AS’de oksidatif
DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden birisi olan 8-OHdG
seviyeleri kontrollerle Kkarsilastirilarak oOlglilmistiir (148). Bunun sonucunda AS
hastalarinda kontrollere kiyasla 8-OHAG seviyeleri anlamli yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Bu durum bize oksidatif stres markirlarindan biri olan 8-OHdG’nin AS

hastaliginin patogenezinde etkili olabilecegini diislindiirmustiir.

Bagkol ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada; RA’l1 hastalarda protein oksidasyonu ve
lipid peroksidasyonu arastirilmis ve notrofil aktivasyonunun ve oksidatif stres kaynagi

oksidatif protein hasarinin (OPD), malondialdehitin (MDA) belirtegleri olarak advanced
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oxidation protein products (AOPP) ve total tiyol (T-SH) seviyeleri oOlgiilerek RA
patogenezindeki Onemi saptanmaya c¢alisilmig. Calismanin  sonucunda; serum
myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, AOPP, MDA ve tiyol diizeyleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmus. Aktif ve inaktif RA gruplar1 kontrol grubu
ile karsilagtirllmig ve her parametre arasinda anlamli fark saptanmis. Serum MPO
aktivitesi, AOPP, MDA ve T-SH seviyeleri hem aktif hem de inaktif RA hastalarinda
kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmus. Calisma sonucunda; yiiksek
MPO igerigi nedeniyle en onemli klorlu oksidan kaynagini olusturan noétrofillerin, RA
hastalarinda oksidatif strese aracilik eden yeni bir proinflamatuvar bilesik sinifi olarak
gorev yapan plazma AOPP olusumunda rol oynayabilecegini ve lipid
peroksidasyonunun RA'nin patogenezinde Onemli bir rol oynadigini diisiinmiisler.
Bununla  birlikte, protein  oksidasyonunun, RA'nin  patogenezinde, lipit
peroksidasyonuna benzer sekilde dnemli bir rol oynamasinin giiglii bir ihtimal oldugunu

savunmuslar (149).

Literatiire bakildiginda daha 6nce Kirkali ve arkadaslarinin yaptigi Ailesel Akdeniz
Atesi (FMF-Familial Mediterranean Fever) hastalarinin polimorfoniikleer 16kosit
(PMNL)’lerinde oksidatif DNA hasar1 ¢alismasi mevcuttur (150). Bu ¢aligmada 17
FMF hastas1 ve 10 kontrol kisinin PMNL’sinden DNA &rnekleri izole edilmistir. izole
edilen DNA o6rneklerinde oksidatif olarak indiiklenmis DNA iiriinlerinin seviyeleri sivi
kromatografi/kiitle spektrometresi ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi ile analiz
edilmistir. Calismanin sonucunda; FMF hastalarinin PMNL’lerinde istatistiksel olarak

anlaml seviyelerde mutajenik ve sitotoksik DNA lezyonlarinin biriktigi saptanmastir.

Glizel ve arkadaslarinin yaptiklart bagka bir ¢alismada FMF’li hastalarda akut faz
cevabr ve oksidatif stres durumu degerlendirilmis (151). FMF hastalar1 ve kontrol
kisiler arasinda 8-OHdG seviyelerinde ve FMF hastalarinda atak ve remisyon dénemleri
arasinda 8-OHdG seviyelerinde anlamli bir fark olmadigr saptanmistir. Bizim
calismamizda da AS’li hastalarda bakilan aktivasyon kriteri BASDAI ile 8-OHdG
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamistir. Buldugumuz bu sonug;
AS’deki inflamasyonda oksidatif hasar {irtinleri disinda bagka faktorlerin de aktif

hastalikta rolii olabilecegini akla getirmektedir.
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Ishibashi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada yiiksek konsantrasyonda molekiiler
hidrojen igeren su tiiketimi ile RA’l1 hastalarda oksidatif stres ve hastalik aktivitesi
degerlendirilmis ve iiriner 8-OHdG seviyelerinin onemli 6l¢iide azaldigr gosterilmistir
(p <0.01). Ayrica H2’nin RA’l1 hastalarda oksidatif stresi etkili bir sekilde azalttig1 ve
RA semptomlarinin yiiksek H2’li su ile belirgin sekilde diizeldigi saptanmistir (152).

Broeder ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, RA’li hastalarda insan anti-TNF alfa
monoklonal antikorla tedavisi sirasinda notrofil gogii ve ROS iiretimi degerlendirilmistir
(153). RA'l hastalarda anti-TNF alfa tedavisinin 16kositlerin inflame eklemlere girigini
hizli bir sekilde azalttigi ancak nétrofil kemotaksisini ve ROS {iretimini bozmadigi

gosterilmistir.

Seven ve arkadaglarimin yaptigi calismada, RA hastalarinda kanda ve sinovyal sivida
lipit, protein, DNA oksidasyonu ve antioksidan durumu ve oksidatif stres
parametrelerinin  hastalik aktivitesindeki etkileri degerlendirilmistir (154). RA
hastalarinda lipid peroksidasyonu (tiyobarbitlirik asit reaktif maddeler (TBARS)
(p<0.001), lipit hidroperoksit (p<0.001), konjuge dien (p<0.001), karbonil (p<0.001) ve
8-OHdG (p<0.01) seviyeleri anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur. RA hastalarinda
TBARS, lipid hidroperoksit, konjuge dien seviyeleri ve DAS aktivitesi arasinda dnemli
pozitif korelasyonlar tespit edilmistir. Bu ¢alismada; lipid peroksidasyon gostergelerinin
hastalik aktivitesini destekleyici belirtegler olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
Sonug olarak; lipit, protein ve DNA oksidasyon belirteclerinin ve bozulmus antioksidan
durumunun, RA'nin patogenezinde oksidatif stresin roliinii dogruladigini saptamislar ve
lipit peroksidasyon markirlarinin, hastalik aktivitesi igin belirleyici markirlar olarak
gorev yapabilecegini One slirmiislerdir. RA hastalari i¢in yeni terapotik stratejilerde hem
proteaz inhibe edici hem de serbest radikal temizleyici tedavilerin olmasi gerektigi
savunulmustur. Bizim c¢alismamizda da bu ¢alismay1 destekler sekilde romatizmal bir
hastalik olan AS hastalarinda kontrollere gore 8-OHdG seviyelerinin anlamli derecede

yiiksek oldugu bulunmustur.

Sezer ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada Behget hastaliinda DNA hasar1 ve diger
oksidatif stres parametrelerinin iligkisi  kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir (155). DNA hasar markir1 olan 8-OHdG seviyeleri BH grubunda

kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiliksek bulunmus. Ayrica aktif ve inaktif
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donemdeki hastalar karsilagtirilldiginda da aktif BH’de 8-OHdG belirgin yiiksek
bulunmus. Bu sonuglar inflamasyonun ciddiyeti ile DNA hasar1 arasindaki iligskiyi
gosterebilir ve hastaligin aktivitesi hakkinda fikir edinmek i¢in yararli bir belirte¢ olarak

8-OHdG kullanilabilir seklinde yorumlanmas.

Calismamizda kontrol grubunda yas ve 8-OHdG arasinda negatif yonde orta derecede
korelasyon bulunmustur. Caligmalarda; yash insanlarin beyin, kalp ve karaciger
dokularinda 8-OHdG diizeylerinde orta derecede artis oldugu saptanmistir. Diyafram
kas1 ve beyinde mitokondriyal DNA (mtDNA)’daki 8-OHdG’nin yasin fonksiyonu
olarak biriktigi saptanmistir (156-158). Hayakawa ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada 55 vyas altt deneklerde, mtDNA'daki 8-OHdG seviyesi, toplam
deoksiguanozinin (dG) %0.02'sinin altindayken, 65 yas isti deneklerde, 8-OHdAG
seviyesi, yasla birlikte artmistir. 10 yilda % 0.25, 85 yasinda % 0.51'e ulasmistir (158).
Calismamizda kontrol grubu yas ortalamas:t 34.0 (29.0- 39.5) bulunmus olup

buldugumuz bu sonug kontrol grubunun yas ortalamasinin geng olmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda bakilan AS’li 25 hastadaki HLA-B27 (+) / (-)’lik orani; 9/16, HLAB27 (-
)’ligi 1se %64 bulunmustur. Chung ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, AS'li
hastalarin yaklasik %10-20'si HLA-B27 tasimamakta ve nr-axSpA’larin incelenmesinde
bu oran %40'a ¢ikmaktadir (33). Bizim calismamizda bulunan bu sonug; c¢alismaya

alinan hasta grubu sayisinin yetersiz olmasindan kaynaklanabilir.

Caligmamizda ayrica AS hasta grubunda ailesinde de AS 6ykiisii olan 7 hastada bakilan
MN-‘li, NPB°li, NBUD‘li BN hiicre frekanslar1 (%), metafaz sayisi (%o), BN hiicre
frekans1 (%), NBI degerleri ve 8-OHdG seviyeleri (ng/mL) degerleri ailesinde AS
olmayan hasta grubu ile Mann-Whitney U Testi ile karsilagtirilmig, ancak istatistiksel
olarak anlaml fark bulunamamustir (p > 0.05). Bu konuda daha biiyiik hasta gruplari ile
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yine calismaya alinan 25 AS hastasinin 9’unun HLA-B27’si (+) ve 16’sinin HLA-B27
(-) idi. HLA-B27 (+) ve (-) agisindan MN‘li, NPB‘li, NBUD‘li BN hiicre frekanslari
(%), metafaz sayist (%o), BN hiicre frekansi (%), NBI degerleri ve 8-OHdG seviyeleri
(ng/mL) degerleri Mann-Whitney U Testi ile karsilastirilmis, ancak istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (p >0.05). HLA-B27 (+)’liginin genom/DNA hasarina
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roliiniin daha agik bir sekilde ortaya konmasi i¢in hasta sayimiz yetersizdir. Bununla

ilgili yapilacak daha fazla sayida ¢alisma bu konuyu aydinlatabilecektir.
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6. SONUC

Bu ¢alisma, AS hastalarinda MN’li, NPB’li ve NBUD’li BN hiicre frekanslarinin ve 8-
OHdG seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli arttifi buna karsin metafaz
sayilarinin, BN hiicre frekansinin ve NBI oranlarmin kontrol grubuna gére anlamli
azaldigimi gostermistir. Bu sonug, diger kronik inflamatuvar hastaliklar ile benzer
sekilde, AS hastaliginin patogenezinde de genotoksisite ve oksidatif DNA hasarinin
etkili olabilecegini dislindiirmektedir. Diger taraftan; karsinogenezin erken
donemlerinde goriilebilen MN, NPB ve NBUD'li BN hiicre frekanslarindaki anormal
degisiklikler, AS hastalarinin erken donem kanser riskini yansitmasi agisindan anlaml
olabilir. Bildigimiz kadariyla, ¢alismamiz AS’de Sitokinez Bloke MN sitom (CBMN-
cyt) parametrelerini ve 8-OHdG seviyelerini arastiran ilk ¢alismadir ve sonuglarinin

daha kapsamli ¢alismalarla desteklenmesine ihtiya¢ vardir.
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