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GİRİŞ ve AMAÇ 

 
          Ankilozan spondilit (AS) genellikle 20-40 yaş arası erkeklerde kadınlara göre 

3 kat daha fazla görülen inflamatuar romatizmal bir hastalıktır. Hastalığın seyrine 

baktığımızda hastalar bedensel olarak etkilenmekte ve yaşamlarının en verimli 

devrelerinde iş gücü kaybına uğramaktadırlar. Hastalığın günümüzde halen kesin bir 

tedavisi olmayıp kullanılan mevcut ilaçlar hastalığın gidişatını yavaşlatmak için 

kullanılmaktadır.  

         Hastalığın patogenezi aydınlatıldıkça kullanılan tedavilerde o yönde 

ilerlemektedir. Ankilozan spondilitli hastalarda hem aksiyel iskelette hemde periferik 

eklemlerde Tümör Nekrozis Faktör (TNF) molekülü yüksek oranda saptanmış ve 

bunun ışığında anti-TNF ilaçlar kullanıma girmiştir. Anti-TNF ilaçlardan olan 

infliximabın AS’li hastalarda inflamasyonun yapı taşlarından olan ve indüklediği 

sitokinlerle inflamasyonu daha da artıran nötrofiller üzerine etkisi net olarak 

aydınlatılamamıştır. Yapılan çalışmalarda TNF molekülünün hem apopitozu 

indükleyerek antiinflamatuar etkisinin olduğu hemde apopitozu inhibe ederek 

inflamasyonu tetiklediği bildirilmiştir.   

         Ankilozan spondilit hastalarında özellikle hastalığın aktif dönemlerinde 

nötrofillerin aktivasyonun arttığı düşünülmektedir. Ayrıca birçok malignitede ve 

romatolojik hastalıkta olduğu gibi hastalığın aktivasyonunda serbest oksijen 

radikallerinin rolü olduğu düşünülmektedir. Nötrofiller yangısal olaylarda ilk 

savunma bariyerini oluştururlar. PMNL’ler bakteriler tarafından salgılanan N- 

formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) ile uyarılmakta ve hücre içi Ca+2 

iyonu düzeyi artmakta ve bu artış serbest radikallerin üretimini indüklemektedir. Bu 

radikaller; fagozom içerisine alınan bakterileri öldürerek zararsız şekillere 

dönüştürmektedir. Ayrıca, serbest radikallerin arttığı durumlarda, DNA tahribi ve 

PMNL ADP-riboz (ADPR) düzeyleri de artmaktadır. PMNL’lerde ADPR düzeyi 

artışının kalsiyum kanallarının (özellikle transient reseptör potansiyel protein ailesi – 

TRP) aktivasyonunu geri bildirim mekanizması ile uyararak arttırdığı ve artan ADPR 

düzeyi ile nötrofillerin daha da uyarıldığı ileri sürülmektedir. Böylece nötrofiller 

serbest radikal üretimi ve konak doku ve hücrelerinde tahribata devam etmektedir.  
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         TNF alfa antagonistlerinin in vivo apopitozu indükleyip indüklemiyeceği 

sorusuna yanıt bulmak için çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu ilaçlarla tedavi edilen 

psöriasis, romatoid artrit (RA) ve Crohn hastalarında (CH) biyopsi materyalleri ve 

periferik kandaki apopitotik hücrelerin sıklığı ölçülerek incelenmiştir. Ancak yapılan 

çalışmalarda anti-TNF ilaçların apopitozis üzerine olan etkileri incelendiğinde  

apopitozu indükleyip indüklemediği net olarak ortaya konulmamıştır. Ayrıca AS’ li 

hastaların nötrofillerinde anti-TNF ilaçlar ile apopitozis ve oksidatif stres hiç 

çalışılmamıştır. Bizde bu açıktan yola çıkarak AS’li hastaların nötrofillerinin 

aktivasyonunda Ca+2 sinyalinin rolü ve bu rol üzerine TNF antagonisti ilaçlardan 

infliximabın etkisini, ayrıca bu nötrofillerde infliximabla ortaya çıkabilecek oksidatif 

stres ve apopitozun durumunu incelemeyi amaçladık. Bu amaçla AS’li hastaların in 

vitro ortamda nötrofilleri ayrıştırılarak infliximab ile inkübe edildi. Sonrasında hem 

inkubasyon öncesinde hem de inkubasyondan sonra nötrofillerin sitozole Ca+2 iyon 

salınışı hesaplanarak infliximabın bu kanallara olan etkisi araştırıldı. Nötrofillerde 

infliximabla ortaya çıkabilecek oksidatif stres durumunu incelemek için Glutatyon 

(GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Lipid peroksidaz (LPO) düzeyleri; apopitoz 

için ise kaspas-3 ve kaspaz-9 düzeylerine bakıldı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 
         2.1. Ankilozan Spondilit 

 

         2.1.1. Tanım  

 

         Ankilozan spondilit, vertebranın progresif ve asendan kemik füzyonuna yol 
açabilen, spinal eklemlerin inflamasyonu ile karakterize, periferik eklemlerin daha az 
sıklıkla etkilendiği, etyolojisi tam olarak aydınlatılamamış kronik inflamatuar bir 
hastalıktır. AS sadece eklemde değil aynı zamanda göz ve kalp gibi eklem dışı 
organlarda da tutulumlara yol açabilmektedir. 
         Ankilozan spondilit geçmişten günümüze klinik, genetik, epidemiyolojik ve 
radyolojik olarak benzerlik gösteren, seronegatif spondiloartropatiler olarak 
sınıflandırılan hastalıkların prototipidir (Tablo 1) (1). 
           Tablo 1. Seronegatif Spondiloartropatiler 

     •Ankilozan spondilit 
     •Psöriatik artrit 
     •İnflamatuar barsak hastalığıyla ilişkili artrit 
     •Reaktif artrit 
     •Farklılaşmamış spondiloartrit 
     •Juvenil kronik artrit ve juvenil başlangıçlı ankilozan spondilit 

 

Bu hastalıkların klinik ve laboratuar olarak bir takım ortak özellikleri de Tablo 2’de 
gösterilmiştir. 
 
         2.1.2. Tarihçe 
 
        “Ankylosing Spondylitis” terimi füzyon veya yapışıklıklar anlamına gelen 
Yunanca “ankylos” (egilmis) ve “spondylos” (omur) sözcüklerinden türemiştir. AS 
ilk kez 1691’de Bernard Connor isimli İrlandalı tarafından Fransız mezarlığından 
çıkartılan ankiloze bir iskelette tanımlanmıştır (1-2). Brodie ara sıra göz 
inflamasyonu ve ankiloze omurgası olan 31 yaşında bir erkek hastayı ilk olarak 
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1841’de tanımlamıştır. Bunu 1893 yılında Von Bechterev’in, 1897 yılında 
Struempell’in, 1898 yılında da Marie’nin olguları izlemiştir (3). Yıllar sonra omurga 
radyografisi tekniklerinin geliştirilmesi sonucunda 1930’larda Krebs, Scott ve 
Forestier tarafından sakroiliit, kısa bir süre sonra da tipik sindesmofitler 
tanımlanmıştır (1,2). Buckley 60 olgu sunumu ile AS hastalığını ilk olarak 1931 
yılında derlemiştir. 1961’de Roma, 1966’da New York AS tanı kriterleri 
geliştirilmiştir (2). 
 

          Tablo 2. Spondiloartropati grubu hastalıkların ortak özellikleri 

          • Romatoid faktörün negatif olması          • Asimetrik oligoartrit 
          • Aksiyel tutulum                                      • Genel olarak genç yaşta başlaması 
          • Aortit gelişme olasılığı                           • Entezit ve entezopati 
          • HLA-B27 pozitifliği                               • Aile öyküsünün olması 
          • Tekrarlayan üveit atakları  
          • Deri, mukoza, ürogenital sistem, göz ve bağırsak gibi eklem dışı sistemlerin 
          tutulması 
 

         2.1.3. Epidemiyoloji 
 
         Semptomlar sıklıkla geç adölesan veya erken erişkinlik döneminde başlar. 
Genellikle 26 yaş civarında kendini gösteren AS, genç insanları etkileyen bir 
hastalıktır. 45 yaşından sonra ortaya çıkma ihtimali % 5 dir. Erkekler kadınlara göre 
2-3 kat daha fazla etkilenmektedir (4). 
         Avrupa ve Amerika verilerinde prevalans ortalama % 0,1-0,2 olarak 
bildirilmiştir (5). Türkiye’de askerler arasında yapılan bir araştırmada ise prevalans 
% 0,14 olarak bulunmuştur (2). İzmir’in Balçova ve Narlıdere ilçelerinden seçilen 20 
yaş ve üzeri 2835 kişide yapılan epidemiyolojik bir çalışmada ise AS prevalansı % 
0.49 olarak bildirilmiştir (6).  
         Spesifik bir populasyonda AS ve diğer SpA’lerin insidans ve prevalansı ile 
HLA-B27 prevalansı arasında güçlü bir ilişki ve doğrusal olmayan bir korelasyon 
vardır (7). Çeşitli ülkelerden bildirilen çalışmalarda AS insidansı her 100.000 de 
yıllık 0,5 ile 14 arasında değişmektedir (8). Bu farklılıklara hedef populasyonun 
seçimi, bel ağrısı ve tanının doğrulanması için seçilen radyolojik yöntem, etnik 
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zemine bağlı olarak populasyonlar arasında farklılık gösteren HLA-B27 prevalansı 
ve alt tiplerinin dağılımı sebep olmaktadır. 
         Hastalık kadınlar ve erkekler arasında farklı klinikle seyredebilmektedir. 
Periferik eklem tutulumu, geç yaşta ortaya çıkması ve servikal bölgeden başlangıç 
gibi atipik durumlar kadınlarda daha fazla görülürken, bambu kamışı görünümünü de 
içeren tipik deformiteler erkeklerde daha fazla görülmektedir (9). Hastalığın erken 
yaşta başlaması ve erkek olmak kötü prognoz kriterleri arasında yer almaktadır (10). 
 
          2.1.4. Etyoloji 
 
          Hastalığın etyolojisi halen kesin olarak aydınlatılamamıştır. Fakat patogenezde 
genetik ve çevresel faktörlerin önemli rol oynadığı bilinmektedir. AS’de ailesel risk 
söz konusu olup bu risk majör doku uyum antijenlerinden HLA geni, özellikle de 
HLA-B27 alt gurupları ile ilişkili olarak saptanmıştır (11). Hastalığın HLA-B27 

antijeni ile olan ilişkisi, genetik yatkınlığı olan kişilerde tetikleyici çevresel faktörlere 

karşı immün yanıtlar sonucu geliştiğini düşündürmektedir. Yapılan bir çalışmada tek 
yumurta ikizlerinde AS konkordansı %75, HLA-B27 pozitif çift yumurta ikizlerinde 
ise bu oran % 27 olarak tespit edilmiştir (12). Bu bulgular hastalığın oluşumunda 
genetik faktörlerin çevresel faktörlerden daha önde geldiğini göstermektedir. 
         Ankilozan spondilit ile HLA-B27 geni arasındaki ilişkinin keşfinden sonra 
AS’in epidemiyolojisiyle ilgili pek çok araştırma gündeme gelmiştir. Dünya 
genelinde özellikle beyaz ırkta HLA-B27 pozitifliği AS’li hastalarda % 80-98 
oranında saptanırken normal populasyonda bu oran sadece % 4-8 oranında 
saptanmıştır (13). Diğer spondiloartropati grubu hastalıklarda da çeşitli oranlarda 
pozitiflikler bildirilmiştir (Tablo 3). 
 

          Tablo 3. Spondiloartropati grubu hastalıklarda HLA-B27 pozitiflik oranları 

           Hastalık                                                                            Oran (%)                    
           Ankilozan spondilit                                                           %80-98 
           Psöriatik artrit                                                                    %60-70   
           Reaktif artrit                                                                      %60-80 
           Enteropatik artrit                                                               %50-70 
           Junevil spondiloartrit                                                          >%90 
           Farklılaşmamış spondiloartrit                                               %90     
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         HLA-B27 gen kodu, 6. kromozomun (6p) kısa kolu üzerindeki DNA’nın 3.6 
megabazlık bir zincirinde yerleşen multipl genlerden oluşan MHC (majör 
histokompatibilite kompleksi) sınıf I bölgesinde yer almaktadır. MHC, immun 
fonksiyondan sorumlu yaklaşık 220’nin üzerinde gen içermektedir (14). 
         HLA-B27 tek bir allel değildir. Kendisi nükleotid dizi homolojisi yoluyla 
birbirleriyle ilişkili en yaygın alt tip olan B2705’den türeyen HLA-B*2701’den 
B*2728’e kadar isimlendirilen en az 31 farklı allel içermektedir (15).  
         Türkiye’de yapılan bir çalışmada 38 HLA-B27 pozitif AS hastası ile 47 HLA-
B27 pozitif sağlıklı kontrolü grubu karşılaştırılmış ve hasta grubunda baskın olan 
HLA alt tipinin HLA-B2705 olduğu saptanmıştır. Türk populasyonu ile diğer 
populasyonlar karşılaştırıldığında HLA-B27 alt tip dağılımının Beyaz-Avrupa ile 
benzer olduğu bulunmuştur. Çalışmaya az hasta dahil edilmesi bu sonuçların dikkatli 
yorumlanmasını gerektirmektedir (16). AS’nin etyolojisinde bakterilerin spesifik bir 
rol oynadığı gösterilemese de birçok organizma suçlanmıştır. (17,18).  
 
         2.1.5. Patogenez 
 
         Daha çok sakroiliak eklemi ve aksiyel iskeleti etkileyen AS’in patogenezi tam 
olarak bilinmemektedir.  HLA-B27 başta olmak üzere genetik faktörlerin çeşitli 
çevresel faktörlerle etkileşmesi sonucu inflamasyon tetiklenmekte ve bunun da 
patogenezde esas rol oynadığı düşünülmektedir (19). 
         Ankilozan spondilitte görülen inflamasyonun histopatolojik bulguları AS’e 
özgü olmayıp diğer inflamatuar eklem hastalıklarında görülen histopatolojik 
bulgularla benzerlik göstermektedir. Hastalık başlıca sinovyal zarlarda, eklem ile 
intervertebral disklere komşu kemik yapılarda ve entezis bölgelerinde inflamasyonla 
karakterizedir. Entezis; tendon, ligaman, kapsül veya fasyanın kemiğe tutunduğu 
bölge anlamına gelmektedir. Kasların epifize yapıştığı fibrokıkırdak yapısındaki 
entezisler (asil tendonu gb) AS’de daha sık tutulmaktadır (20). 
         İnflamasyonlu dokunun histopatolojik incelemesinde T hücreleri ve 

makrofajların baskın olduğu ve proinflamatuar bir sitokin olan TNF-α  ekspresyonun 
arttığı gözlenmiştir. Dokularda CD4+ hücreler daha baskın olmak üzere T hücreler 
ve CD68+ makrofajların yaptığı infiltrasyon sonucunda fibroblast proliferasyonu ve 
neovaskülarizasyon meydana gelmekte ve inflamasyon bölgesinde artmış TNF-α 
ekspresyonu görülmektedir (21,22).  



 7

         Patogenezinde genetik etmenlerin en fazla rol oynadığı romatizmal 
hastalıklardan biri olan AS’in  etiyopatogenezinde en önemli rolü olan kuşkusuz 
HLA-B27 genomudur. Bu genin hastalığın gelişmesindeki etkisinin altında yatan 
gerçek mekanizma hala tam olarak belirlenememiştir. Bununla birlikte AS’in 
patogenezinde HLA-B27’nin rolünün olduğunu ileri süren bir takım teoriler 
gündeme gelmiştir. 
         1- Artritojenik peptid hipotezi: Bu hipotez eklem ya da entezis kaynaklı 
artritojenik peptidlerin B27 tarafından CD8+ T hücrelerine sunulması sonucu 
konağın kendi dokularına yönelmesini tanımlar (23). Bakteri kökenli peptidlerle 
çapraz reaksiyonun oluştuğu süreçte muhtemelen eklem / entezal kıkırdaktan köken 
alan artritojenik özgün-peptidlerin HLA-B27 tarafından sunumundan sonra bazı 
bakterilere karşı T hücre aracılı savunmada sitotoksik T hücresi otoreaktivitesinin 
indüklendiği ileri sürülmektedir (24). 
         2- HLA-B27 homodimer formasyonu: Konvansiyonel olmayan HLA-B27 
homodimerlerinin hücre yüzeyindeki varlığı da patojenik immün yanıtlar için olası 
bir tetikleyici olarak düşünülmüştür (25). HLA-B27’nin ağır zincirleri, invitro olarak 
ekstrasellüler alfa-1 domainlerinde sistein-67 rezidülerinden bağlanan disülfid 
bağımlı homodimerler oluşturabilirler (26-27). Bu durum, B27’nin endoplazmik 
retikulumda uygunsuz kıvrılmasının neticesi olarak oluşur ve uygunsuz kıvrılan 
protein birikimi proinflamatuar intrasellüler stres cevabıyla sonuçlanabilir (24). 
         3- β2- mikroglobulin (β2m) birikimi hipotezi: Bu hipotezde AS’in bir β2m 
birikim hastalığı olduğu, B27 alt tiplerinin hücre membranında ekspresyonları 
yapılan peptid kompleksleri B27 moleküllerinden β2m ayrılma oranları açısından 
farklılık gösterdiğini öne sürmüştür (28-30).  
         4- Protein katlanma kusurları: HLA molekülünün sentezlenmesi sonrasında 
katlanarak üç boyutlu yapısının oluşması, endoplazmik retikulum içerisinde sunacağı 
peptid ve β2m ile bağlandıktan sonra tamamlanmaktadır. HLA-B27 diğer HLA sınıf 
I allelleri arasında yavaş katlanan bir protein olarak bilinmektedir. HLA-B27 
ekspresyon miktarındaki artışın hastalık patogenezi ile ilişkili olduğu 
düşünülmektedir. (32-35).  
         Hastalığın en erken ve tipik bulguları sakroiliak eklem (SİE)’de, bu ekleminde 
iliak tarafında ortaya çıkmaktadır. Subkondral kemikte düzensizliği takiben yüzeyel 
erozyon ve fokal skleroz gelişir. Erozyonun ilerlemesiyle eklem aralığında yalancı 
genişlemeler görülür. Zaman içerisinde fibrozis, kalsifikasyon, interosseoz 
köprüleşme, ossifikasyon ve son olarak ankiloz gelişir (36,37). 
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         Entezis dediğimiz inflamasyon bölgelerindeki iyileşmeyi yeni kemik 
oluşumları izler (38). Diskle omur cismi arasındaki end-platoda ise kronik 
inflamatuar hücrelerin yer aldığı granulasyon dokusu ve yeni kemik oluştuğu 
gözlenir (2,38,39). 
         Ankilozan spondilitte vertebral gövdelerin kareleşmesini açıklayan kemik 
remodelingi, histolojik olarak, vertebral gövdelerin korteks ile spongioz yapılarında 
yıkım ve eş zamanlı yeniden yapımla giden, akut ve kronik spondilit temeline 
dayanır. Kare vertebral gövdelerin oluşması yıkıcı osteit ve tamirin birleşimidir (40).  
 
         2.1.6. Klinik Bulgular 
 
         2.1.6.1 Kas İskelet Sistemi Tutulumu 
 
         Hastalığın en karakteristik bulgusu tüm bel ağrılarının yaklaşık % 15’ni 
oluşturan inflamatuar karakterdeki bel ağrısıdır. Genellikle gluteal bölgede yer 
değiştiren karakterde, 3 aydan uzun süreli, gecenin ilerleyen zamanlarında ve sabah 
erken saatlerde doruk yapan, en az 30 dakika sabah tutukluğu ile ilişkili olan, 
egzersiz ile azalan, istirahatle artan ve non-steroid anti-inflamatuar ilaç (NSAİİ) 
kullanımına iyi yanıt veren künt bir ağrıdır. Başlangıçta genelde tek taraflı ve aralıklı 
olurken, birkaç ay içerisinde devamlı ve iki taraflı hissedilebilir. Ağrı başlangıçta 
derin gluteal bölgede hissedilse de çoğu zaman lokalizasyonu zor olabilir (41).  
         Entezitis AS’ye özgü bir bulgu olup, ligamentlerin ve tendonların insersiyo 
bölgelerindeki veya eklem kapsüllerinin kemiğe yapışma yerlerindeki inflamasyon 
ile karekterizedir. Entezit aynı zamanda birçok omurga dışı bölgeleri de etkiler (42). 
Kostosternal bileşkelerde, tarsal kemiklerde, iliak kristada, trokanter majorlarda, 
tibial tüberküllerde, topukta, iskial tüberositaslarda, aşil tendonu veya plantar fasiada 
hassasiyete yol açabilmektedir (43). Torakal omurga ile birlikte, kostosternal ve 
manubriosternal eklemlerde entesopati oluşması ile birlikte, hastalarda öksürme ve 
hapşırma ile artan, bazen “plöritik” olarak karakterize edilen göğüs ağrısı gelişebilir 
(44). Son dönemlere doğru, eklemlerdeki ankiloz ve/veya ligamanlardaki 
kalsifikasyon sonucu tüm omurga hareketleri kısıtlanır, lomber lordoz azalır, dorsal 
kifoz artar, göğüs ön duvarı düzleşir, karın öne doğru çıkar, karın solunumu başlar. 
         Ankilozan spondilitte en sık tutulan omurga dışı eklemler kuşak veya “kök” 
eklemlerdir (kalçalar ve omuzlar gibi) ve bu bölgelerde ağrı hastaların %15’e varan 
bölümünde başlangıç belirtisi olabilir (13). Kalçalardaki destrüktif değişiklikler 
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yavaş ilerleyicidir, genellikle unilateraldir ve ankiloz gelişmeden önce femur başının 
belirgin deformitesi ile ilişkilidir. 
         Ankilozan spondilitte kalça ve omuzların dışındaki eklemlerde periferal artrit 
görülmesi nadirdir fakat olduğunda da genellikle özellikle alt ekstremiteleri tutan 
asimetrik oligoartrit şeklindedir ve özellikle de dizleri etkiler. Diz eklemi aralıklı 
gelişen efüzyon şeklinde tutulabilir. AS’de temporomandibuler eklem tutulumu 
görülebilir ve daha ciddi hastalığı gösteren değişkenlerle ilişkilidir (45). 
 
         2.1.6.2. İskelet Sistemi Dışı Bulgular 
 
         Ankilozan spondilitli birçok hastada subfebril ateş, halsizlik, yorgunluk, 
iştahsızlık ve azalmış yaşam kalitesini içeren genel konstitüsyonel semptomlar 
görülebilir (42). Bunun yanı sıra hastalık birçok farklı organ ve sistemi etkileyebilen 
bir özelliğe sahiptir.  
         Ankilozan spondilitin en sık görülen iskelet dışı bulgusu akut anterior üveit 
olup hastaların yaklaşık %25-40’ında gözlenir (46). HLA-B27 pozitiflerde ve erkek 
cinsiyette görülme oranı daha yüksektir (13). Hastalarda çoğunlukla ani başlayan bir 
oküler ağrı, fotofobi, kızarıklık, lakrimasyon ve görme bulanıklığı vardır. Tipik 
olarak ani başlangıçlı ve unilateraldir. 
        Sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında AS’li hastalarda iletim bozukluklarının, 
kalp kapak hastalıklarının ve kardiyomiyopatilerin daha sık olduğu tespit edilmiştir 
(47-49). HLA B27 önemli bir genetik risk faktörüdür.  
        Ankilozan spondilitte pulmoner tutulum görülebilir. Genellikle nadirdir ve 
hastalığın geç bir bulgusudur. En çok görülen tutulum şekli üst lob fibrozisi, 
miçetoma oluşumu (aspergilloma) ve plevral kalınlaşmadır. Kostovertebral eklem 
tutulumu nedeniyle göğüs ekspansiyonu azalsa bile artmış diyafragmatik solunum 
nedeniyle hastaların ventilasyon sorunu olmaz (2,50). 
       Özellikle hastalığın geç dönemlerinde spinal tutulumun ilerlemesiyle nadir 
olmakla birlikte bazı nörolojik komplikasyonlar da ortaya çıkabilir. Şiddetli ankilozu 
olan ve uzun yıllardır hastalığı devam eden hastalarda Kauda Equina Sendromu 
görülebilir (51). 
         Ankilozan spondilitli hastalarda renal komplikasyonlar nadirdir. Hastalarda IgA 
nefropatisi, mikroskopik hematüri ve proteinüri, amiloidoz (nadir), analjezik 
nefropatisi, glomerülonefrit ve renal yetmezlik görülebilir (52).  
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         2.1.7. Tanı Kriterleri 
 
         Ankilozan spondilitin tanısı diğer bir çok romatizmal hastalıkta olduğu gibi 
klinik, laboratuar ve görüntüleme yöntemlerine dayanılarak konulur. Hastalık, başka 
bir ilişkili hastalık yoksa “birincil” veya “idiyopatik”, psöriyazis veya kronik 
inflamatuvar bağırsak hastalığı ile ilişkili ise ikincildir. Günlük pratikte olası AS 
tanısı radyolojik olarak sakroiliit varlığıyla desteklenmektedir.  
         

         Tablo 4. Roma tanı kriterleri (1961) 

         Klinik kriterler 
         1. Dinlenme ile azalmayan 3 aydan uzun süreli bel ağrısı ve tutukluğu 
         2. Torakal bölgede ağrı ve tutukluk 
         3. Lomber omurgada hareket kısıtlılığı 
         4. Göğüs ekspansiyonunda kısıtlanma 
         5. İritis veya sekellerine ait öykü veya bulgu 
         Radyolojik kriterler 
         6. AS’e özgü bilateral sakroiliak değişiklikleri gösteren röntgenoram 
         Kesin tanı:  
         1. En az bir klinik kriter ile birlikte bilateral 3 ya da 4. derece sakroiliit 
         2. En az dört klinik kriter  
        

         AS için ilk olarak 1961 yılında Roma tanı kriterleri (Tablo 4) ve takiben 1966 
yılında New York tanı kriterleri (Tablo 5) geliştirilmiş olup, daha sonrasında bu tanı 
kriterlerinin seçiciliğini ve duyarlılığını artırmak için çeşitli revizyonlar yapılmıştır. 
İlk revizyon 1984 yılında günümüzde halen yaygın olarak kullanılmakta olan 
Modifiye New York tanı kriterleri (Tablo 6) geliştirilmiştir (53). 
         Son olarak ASAS (Assessment of SpondyloArthritis International Society) bir 
dizi tartışma ve değerlendirme sonucunda aksiyal spondiloartrit tanı kriterleri 
oluşturmak amacıyla uluslararası bir çalışma başlatmıştır. On altı ülke ve 25 
merkezden toplamda 649 hasta çalışmaya alınmıştır. İlk etapta 71 hasta formu 20  
uzman tarafından değerlendirilmiş, aday kriterler oluşturulmuş ve daha sonra rafine 
edilen bu kriterler uluslararası çalışmanın verilerinde sınanmış ve en son olarak 
ASAS tarafından onaylanan kriterler ASAS aksiyal spondiloartrit sınıflama kriterleri 
olarak yayınlanmıştır (54,55) (Tablo 7). 
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         Tablo 5. New York tanı kriterleri (1966) 

         Klinik kriterler 
         1. Lomber omurgada her üç düzlemde hareket kısıtlılığı: öne fleksiyon,  
         yana fleksiyon ve ekstansiyon 
         2. Dorsolomber bileşkede ya da lomber omurgada ağrı 
         3. Dördüncü interkostal aralık düzeyinde ölçülen göğüs ekspansiyonunun 
         2,5 cm ya da daha az olacak biçimde kısıtlanması 
         Radyografik derecelendirme 
         Normal, 0; şüpheli, 1; minimal sakroiliit, 2; orta şiddette sakroiliit, 3;   
         ankiloz, 4 
         Kesin tanı 
         1.  En az bir klinik kriter ile birlikte bilateral 3 ya da 4. derece sakroiliit 
         2. Klinik kriter 1 veya klinik kriter 2 ve 3’ün her ikisi birlikte unilateral 
          3 ya da 4. derece sakroiliit veya bilateral 2. derece sakroiliit  
         Olası tanı 
         1. Klinik kriter olmadan bilateral 3. veya 4. derece sakroiliit 
 

         ASAS aksiyal spondiloartrit kriterlerinin duyarlılığı %82,9, özgünlüğü ise 
%84,4 olarak saptanmıştır. Bu kriterler oldukça basit ve uygulama kolaylığı olan 
kriterlerdir ve günlük klinik pratikte taramaya yönelik kolayca akılda tutulabilir bir 
şekilde önerilmiştir (56). 
 
         Tablo 6. Modifiye New York kriterleri (1984) 

          Klinik kriterler 
         1. En az 3 aydır var olan, egzersizle düzelip istirahatle düzelmeyen bel ağrısı 
          2. Lomber omurganın sagital ve frontal düzlemlerde hareket kısıtlılığı 
          3. Göğüs ekspansiyonunun yaş ve cinse göre normal değerlerin altında olması 
          Radyolojik kriterler 
          4. 2-4. derece bilateral sakroiliit 
          5. 3-4. derece unilateral sakroiliit 
          Kesin tanı: Klinik kriterlerden herhangi birisi ile birlikte unilateral 3-4. derece  
          veya bilateral 2-4. derece sakroiliit. 
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         Tablo 7. ASAS aksiyel spondiloartrit sınıflama kriterleri (2009) 

           

 

  

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

         2.1.8. Laboratuvar Bulguları 
 
         Ankilozan spondilitli hastalarda eritrosit sedimentasyon hızı (ESH) ve C-reaktif 
protein (CRP) inflamasyon göstergeçleri olarak kullanılmakla beraber hastalığın 
aktivitesini değerlendirmekte sınırlı değere sahiptir (57,58). Dolayısıyla ESH’nın 
normal olması hastalığın aktif olmadığı anlamına gelmez. Serum CRP düzeyleri 
hastalık aktivitesi için daha iyi bir göstergedir. ESH ve CRP aksiyel tutulumdan çok 
periferik artropati ile ilişkilidir (59). 
         Romatoid faktör (RF) ve antinükleer antikor (ANA) negatiftir. Serum 
kompleman düzeyleri normal veya yükselmiş olabilir. Serum IgA düzeyleri hafif-
orta derecede artmış bulunur ve genellikle akut faz reaktanları ile korelasyon 
gösterir. İnflamasyon derecesi ile ilişkili olarak trombosit sayısında hafif artış, hafif 

       Sakroiliitin görüntülenmesi  
                           + 
    ≥ 1 Spondiloartropati Bulgusu 

          HLA-B27 pozitifliği 
                        + 
  ≥ 2 Spondiloartropati Bulgusu 

Spondiloartropati Bulguları 

▪ İnflamatuar bel ağrısı 

▪ Artrit 

▪ Entezit ( topuk ) 

▪ Üveit  

▪ Daktilit 

▪ Psöriasis 

▪ Crohn hast / Ülseratif kolit 

▪ Steroid olmayan anti-   

inflamatuar ilaçlara iyi yanıt 

▪ Pozitif aile öyküsü 

▪ HLA-B27 pozitifliği 

▪ CRP yüksekliği 

Sakroiliitin görüntülenmesi 

▪ Manyetik rezonans (MR)’da 

aktif (akut) inflamasyon SpA ile 

ilişkili sakroiliit için oldukça fazla 

fikir vericidir. 

▪ Modifiye New York  kriterlerine 

göre kesin radyografik sakroiliit 
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normokrom normositer anemi görülebilir. Periferik eklem tutulumunda sinovyal sıvı 
analizleri diğer inflamatuvar artropatilerden farklılık göstermez (2).  
         HLA-B27 AS tanısında kullanılabilse de bel ağrılı hastalarda AS için 
doğrulayıcı veya tarama testi olarak kullanılmamalıdır. Özellikle anamnez ve fizik 
muayene bulguları AS ile uyumlu ancak yeterli radyolojik bulgusu olmayan 
hastalarda HLA-B27 tanı koymada yardımcı olabilir (59).  
 
         2.1.9. Radyolojik Bulgular 
 
         2.1.9.1. Direkt Radyografi 
 
          Görüntüleme yöntemlerindeki gelişmelere rağmen AS’in tanı ve 
sınıflamasında direkt radyografiler halen yerini korumaktadır. Sakroiliit tanısı için 
öncelikle ön-arka pelvis grafisi istenir, ancak pelvisin normalde var olan öne eğimi  
SİE'in tam olarak görüntülenmesini engelleyebilecegi için her zaman yeterli 
olmayabilir. Bu nedenle şüpheli durumlarda pelvisin frontal düzlemle 30 derecelik 
açı ile SİE’lerin oblik grafileri değerlendirilebilir (2).  
         Direkt radyografiler esas olarak erozyon, skleroz, sindesmofit ve ankiloz gibi 
geç dönemde ortaya çıkan yapısal kemik değişiklikleri gösterir. Erken AS 
olgularında duyarlılığı düşüktür ve tanı gözden kaçabilir (60-62). Yapılan çalışmalar 
erken sakroiliitin tespitinde BT ve MRG’nin direkt radyografiden daha duyarlı 
olduğunu göstermiştir (63). 
         Hastalığın en sık başlangıç yeri SİE’ler olup bu yüzden en erken radyolojik 
değişiklikler buradan gelişir. Başlangıçta unilateral ve asimetrik bir tutulum 
olabilirse de ilerleyen dönemlerde bilateral ve simetrik sakroiliit görülmektedir. İlk 
radyolojik bulgu eklem yüzeylerinde keskinlik kaybı ve bulanıklaşmadır. Daha sonra 
eklem yüzeylerinde erozyonlar ve subkondral skleroz artışı görülmeye başlar. İliak 
yüzeyde eklem kıkırdağı daha ince olduğundan erozyonlar öncelikle eklemin iliak 
yüzünde olmaya başlar. İlerleyen evrelerinde erozyonların büyümesi eklem 
aralığında yalancı genişlemeler şeklinde görülür. Zamanla eklemde kemiksel 
köprüleşmeler görülür ve eklem aralığı kapanmaya başlar. Sakroiliitin son 
aşamasında eklemde artık tam ankiloz meydana gelir (64). New York kriterlerine 
göre bu radyografik bulgular 0 ile 4 arasında evrelendirilir (53) (Tablo 8). Spinal 
tutulum sıklıkla vertebraların ön köşeleri, intervertebral disk ve anteriyor 
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longitudinal ligamentin birleşim yerinde başlar ve diskovertebral köşede fokal 
destrüksiyon alanları oluşur. Buna Romanus lezyonu denir (62,65). 
        Tablo 8. Sakroiliitin Evrelemesi  

        Radyolojik tutulum şekli                                      Evre 
        Normal radyogram                                                     0 
        Eklem yüzeyinde dejenerasyon                                  1 
        Eklem aralığında erozyon ve skleroz                         2 
        Eklem aralığında erozyon, skleroz ve ankiloz            
        başlangıcı                                                                   3 
        Eklem aralıklarında tam füzyon (ankiloz)                 4 
 
         Vertebra ön köşelerin erozyonu nedeniyle vertebraların normalde konkav olan 
ön yüzü düzleşir. Lomber bölgede daha belirgin olan bu bulguya vertebral kareleşme 
denir. Reaktif tamir sürecinin vertebral köşelerde oluşturduğu skleroz artışı direkt 
radyografilerde radyodens görünür ve parlayan köşe ( shining / shiny corner) olarak 
isimlendirilir (64). İntervertebral diskte annulus fibrozus dış liflerinin ossifikasyonu 
sonucu karakteristik bir bulgu olan sindesmofitler oluşur. Sindesmofitler bir 
vertebradan diğerine uzanarak vertebralar arasında kemik köprüler oluşturur. Bu 
köprüleşmeler yaygın hale geldiğinde ön arka grafilerde spinal kolonda bambu 
kamışı görünümü ortaya çıkar. 
 

         2.1.9.2. Bilgisayarlı Tomoğrafi 
 
         Kesitsel görüntü alma olanağı olan BT ile sakroiliak eklemlerdeki erozyon, 
skleroz artışı ve eklem aralığında daralma gibi kronik yapısal değişiklikler direkt 
radyografilere göre daha erken görülebilmektedir (66). Yapılan araştırmalar BT’ nin 
sakroiliit tanısında direkt radyografilerden daha duyarlı olduğunu göstermiştir (67). 
BT yapısal kemik değişikliklerini belirlemede MRG’dan daha başarılı olmasına 
rağmen eklem kıkırdağı, aktif inflamasyon ve kemik iliğini göstermede yetersizdir.  
 
         2.1.9.3. Manyetik Rezonans Görüntüleme 
 
         Bu yöntemin en önemli avantajı direkt radyografi ve BT’de yapısal hasarın 
görülmediği erken olgularda aktif inflamasyon alanlarını tespit edebilmesidir. 
Böylece erken tanı ve tedavi şansı doğmaktadır. Son 10 yıl içerisinde kullanıma giren 
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TNF-α blokerlerinin AS’li hastalarda inflamatuar semptomlarla birlikte spinal 
kolondaki inflamasyonu da önemli ölçüde baskıladığı MRG çalışmalarıyla 
gösterilmiştir (68). Kemik iliği ödemi ( osteit), sinovit ve entesit gibi aktif 
inflamatuvar lezyonlar en iyi STIR (Short Tau Inversion Recovery) sekanslar ve 
kontrastlı MRG ile değerlendirilir (62).  
 
         2.1.9.4. Ultrasonografi 
 
         Anlilozan spondilit için esas kullanım alanı entesopatilerdir. Ultrasonografi 
entesopatinin erken evrelerinde MRG’ye göre daha duyarlı bulunmuştur. Ucuz, hızlı 
ve noninvaziv bir teknik olması yanında iyonize edici radyasyon içermemesi de 
önemli bir avantajdır (60). 
 
          2.1.9.5. Kemik Sintigrafisi 
 

          Bu yöntem intravenöz olarak verilen Tc99 metilen difosfanatın artmış kan 
akımı ve kemik döngüsü olan bölgelerde yoğunlaşması prensibine dayanır. Asimetrik 
tutulumlar daha anlamlı kabul edilir. Bulguların spesifik olmaması ve yüksek 
radyasyon riski nedeniyle günümüzde sakroiliit tanısında geri planda kalmıştır (69). 
 
          2.1.10. Tedavi 
 
          2.1.10.1. Farmakolojik Olmayan Tedavi 
           
          Çoğu hasta için AS, iyi bir işlevsel prognozu olan nisbeten hafif bir hastalıktır. 
AS’in farmakolojik tedavisindeki hızlı gelişmelere rağmen fizik tedavi ve egzersiz 
programları halen tedavi planının temel parçalarından birisi olmaya devam 
etmektedir. Her hastaya ilk tanı konulduğunda ve belli aralıklarla özellikle omurgaya 
yönelik eklem hareket açıklığı egzersizleri, spinal ekstansör kas grubunu 
güçlendirme egzersizleri, postür ve göğüs ekspansiyonunu koruyacak egzersizler 
gösterilmelidir (70). 
 
         2.1.10.2. Farmakolojik Tedavi 
         Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaçlar (NSAİİ) 
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         Bu ilaçlar 1950’lerde ilk piyasaya çıkışlarından beri AS’nin farmakolojik 
tedavisinin köşe taşları olmuşlardır.  NSAİİ’ın enflamatuvar bel ağrısını hızlı bir 
şekilde azaltıp tutukluğu giderdikleri kesindir. Bu nedenle bu ilaçlar günümüzde de 
‘altın standart’ konumlarını halen korumaktadır (71). NSAİİ’ın hastalığın laboratuar 
belirteçlerini etkilediğine ilişkin henüz çok az bulgu mevcut olmakla birlikte ilk 
veriler röntgen bulgusunda görülen yapısal hasarı önlemede bir rolleri olabileceğini 
akla getirmektedir (72).  
 

          Sulfasalazin (SSZ) ve Metotreksat (MTX) 
 
          Ankilozan spondilitte en çok çalışılmış ilaç olmasına rağmen etkinliği halen 
tartışmalıdır. AS’de SSZ kullanımının altında yatan mantık, inflamatuar barsak 
hastalığı ve spondilartropatiler arasındaki ortak ilişki yanında, spondilartropatisi olan 
hastaların ileumunda inflamatuar lezyonların tanımlanmış olmasıdır (11). SSZ’in 
periferik artritlerde etkili olduğu belirlenmesine rağmen aksiyel tutulumlarda belirgin 
yararlılığı gösterilememiştir (73). SSZ’in sık görülen yan etkileri halsizlik, bulantı, 
kusma ve dispeptik yakınmalardır (74).  
          MTX, dihidrofolat redüktaz enzimini inhibe ederek DNA ve RNA sentezini 
durduran bir folik asit analoğudur. Altan ve arkadaşları tarafından yapılan bir 
çalışmada hastalar birinci yılın sonunda enflamasyon ve fonksiyonel parametreler 
bakımından değerlendirilmiştir. Sadece hekim global değerlendirmesi 
parametresinde MTX’ın üstünlüğü saptanmış, diğer parametrelerde iki grup arasında 
anlamlı bir fark bulunamamıştır (75). 
 
         Kortikosteroidler  
         Uzun süreli düşük doz kortikosteroid kullanımının AS tedavisinde yeri yoktur. 
Diğer tedavilere yanıt alınmayan olgularda, kronik inatçı periferik artritte düşük doz 
oral kortikosteroid veya intravenöz pulse yüksek doz metilprednizolon yarar 
sağlayabilir. Ayrıca tek eklemde kronik artrit ve entezopatili olgularda kortikosteroid 
enjeksiyonları denenebilir (2).  
        
          Anti-TNF-α Tedavileri 
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          Son 10 yılda TNF-α antagonistleri gibi sitokin yolunu spesifik olarak inhibe 
eden biyolojik ajanların  geliştirilmesiyle beraber spondilopatilere olan klinik tanı ve 

tedavi yaklaşımları temelden değişmiştir. TNF-α blokajının gerek RA gerekse AS’de 
inflamasyona bağlı klinik semptomları ve akut faz reaktanlarını baskılamakla 
kalmayıp, aynı zamanda kemik ve eklem yapı üzerinde de modifiye edici rol 
oynadığı ileri sürülmektedir. Bu ajanların RA’lı hastaların eklem aralığı ve kemik 
yüzeyinin korunmasında etkili olduğuna dair kuvvetli kanıtlar bulunsa da, AS’de 
yeni kemik oluşumunun azaltılması konusundaki etkileri çelişkilidir (77).  
 
         İnfliximab  
 

         Şimerik fare insan monoklonal antikoru olup, insan TNF-α ‘sını hedef alır. Bu 

ajan transmembran ve solubl TNF-α’ya bağlanmak suretiyle bu sitokinin aktivitesini 
nötralize edip, hücre yüzey reseptörleriyle etkileşmesine engel olur. AS tedavisinde 
5mg/kg dozunda başlangıçta, 2. ve 6. haftalarda uygulandıktan sonra her 8 haftada 
bir tekrarlanır (78). İnfliximabın tepe kan düzeyleri diğerlerine göre daha fazladır. 
           
         Etanercept 
 
         Etanercept, TNF-α’ya bağlanan ve onu inaktive eden insan IgG1’inin Fc 
kısmına bağlı insan p75 TNF reseptörünün dimerik füzyon proteinidir. Haftada iki 
defa 25 mg veya haftada bir 50 mg dozunda deri altı enjeksiyon olarak uygulanır ve 
monoklonal antikorlardan farklı olarak başka bir proinflamatuvar sitokin olan 
lenfotoksin α’ya da bağlanır. Etanerceptin 2 adet p75 bağlama yüzeyi 

bulunduğundan doğal monomerik reseptöre oranla TNF-α’yı bağlamada daha yüksek 
affiniteye sahiptir (79). Yarı ömrü yaklaşık 68 saaattir.  
 
         Adalimumab  
 
         Tamamen rekombinant insan Ig G1 monoklonal antikoru olup, insan TNF-

α’sına spesifiktir. TNF-α’ya bağlanarak aktivitesini inhibe eder. Yarılanma ömrü 
yaklaşık 10-20 gün olup iki haftada bir 40 mg dozunda subkutan uygulanır (80).  
        
         2.1.11. Ankilozan Spondilitte Hastalık Aktivitesinin Değerlendirilmesi 
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         Ankilozan spondilitin aktivitesini ve fonksiyonel durumunu belirlemede ve 
tedaviye yanıtını izlemede kullanılmak üzere çeşitli hastalık değerlendirme indeksleri 
geliştirilmiştir. Hastalığın aktivitesini belirlemede klinik bulgular ya da CRP ve ESH 
gibi inflamasyon belirteçleri yeterli değildir. Gözlemciler arasındaki değişkenliği 
ortadan kaldırmak ve standart bir değerlendirme sağlayabilmek için BASDAI (Bath 
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) geliştirilmiştir (81). BASDAI 
hastalara kolaylıkla uygulanabilen, hastanın son bir haftalık genel durumunu, 
yorgunluk hissini, aksiyel ve periferik eklemlerdeki ağrının şiddetini, eklemlerin 
şişlik ve hassasiyetini, sabah tutukluğunun şiddet ve süresini ölçmeye yönelik 6 

sorudan oluşan bir değerlendirme aracıdır (EK 1). AS’in tedavisinde, Anti TNF- α 
ilaçların kullanıma girmesinden sonra hazırlanan klavuzlarda, tedavi kararı 
verilmesinde ve izleminde BASDAI skorunun kullanılması önerilmektedir (82).        

          Hastaların fonksiyonel durumunu belirlemede kullanılan indeksler de 
geliştirilmiştir. Bunlar arasında BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional 
Index) ve BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index) sayılabilir. 
BASFI, hastaların son bir haftalık günlük yaşamları esnasındaki fonksiyonlarını 
belirlemek üzere hastalara sorulan 10 soruya verilecek cevabın değerlendirilmesiyle 
elde edilmektedir ( EK 2) (83).  

          2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres 
 
          Serbest radikaller, dış orbitallerinde bir veya daha fazla eşlenmemiş elektron 
taşıyan ve diğer biyolojik materyallerle reaksiyona girme eğilimi gösteren 
maddelerdir (84,85). Organik ya da inorganik yapıda olabilen serbest radikallerin, 
eşleşmemiş elektronları nedeniyle, reaktiviteleri bir hayli yüksek, buna karşılık yarı 
ömürleri çok kısadır (86,87). Serbest radikallerin hedefi olan membran yapısında 
bulunan fosfolipidler, glikolipidler, doymamış yağ asitleri ve membran proteinleri, 
oksidan ajanların arttığı ve antioksidan ajanların azaldığı veya yetersiz kaldığı 
durumlarda oluşan oksidatif strese maruz kalırlar. Sonuçta serbest radikaller hücresel 
hasar meydana getirirler (85,88,89).  
          İnsan vücudunda bütün hücrelere hiçbir zorlukla karşılaşmadan giren ve en 
çok kullanılma özelliğine sahip olan moleküler oksijen (O2), yapısı itibariyle radikal 
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olmaya çok uygun olduğundan serbest radikal denilince aslında serbest oksijen 
radikali (SOR) akla gelmektedir. 
          Vücutta oluşan SOR ile antioksidan savunma sistemi denge halindedir. Yoğun 
SOR üretimi ya da antioksidan defansın azalması, biyomoleküllerde yapısal ve 
fonksiyonel modifikasyonlara yol açarak oksidatif strese neden olur. (85,89,90).  
         Serbest radikaller hücrede DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi önemli 
hücresel yapılara etkilidir. Hücre membranının yapısında bulunan glikolipit, 
fosfolipit ve gliseritler gibi doymamış yağ asitleri ve membran proteinleri serbest 
radikaller için iyi bir hedeftir (88,91). Serbest radikaller ve serbest radikal 
tepkimeleri sonrası oluşan ürünler hücresel yaşamı tehdit etmekte ve genetik 
mutasyonlara yol açmaktadır (92,93).  
         

 2.3. Serbest Radikallerin Hücreler Üzerindeki Etkileri 
 

          2.3.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler 
 
          Lipidler; biyolojik moleküler içinde reaktif oksijen türlerinin yıkıcı etkilerine 
en fazla maruz kalan moleküllerdir. Poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif hasarı lipid 
peroksidasyonu olarak bilinmektedir (91,94). Lipid peroksidasyonu sonucunda 
oluşan lipid peroksil radikalleri (LOO.) bir sonraki poliansatüre yağ asidini okside 
ederek yeni zincirleme reaksiyonları başlatırlar (95). Bu ürünlerin daha ileri 
parçalanmaya uğraması ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararlı 
radikal özelliği olan aldehidlere dönüşürler. Bu aldehidler içinde en çok bilineni 
malondialdehid (MDA)’dir. Dolayısıyla bir dokuda MDA seviyesinin artması serbest 
oksijen radikallerinin arttığını gösterir (96).  
 
         2.3.2. Proteinlerde Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler 
 
         Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif değişiklikler, proteinlerin 
rol oynadığı çeşitli hücresel fonksiyonları etkiler. Bunun başlıca sebebi, hasar 
oluşturucu zincir reaksiyonlarının protein ve nükleik asit moleküllerinde gerçekleşme 
ihtimalinin çok zayıf olmasıdır (97). DNA molekülü serbest radikaller için önemli bir 
hedeftir ve kolaylıkla hasara uğratılır (94). DNA molekülü hasarı sonucu kronik 
inflamasyon, enfeksiyon, yaşlanma, karsinogenezis, nörodejeneratif ve 
kardiyovasküler hastalıklar gibi çeşitli patolojilerin görüldüğü bilinmektedir (98). 
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         2.3.4. Karbonhidratlarda Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler 
 
         Glukoz, mannoz ve deoksi şekerler otooksidasyona uğrayarak, O2

¯· ve H2O2 
radikallerini meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, çeşitli 
hastalıkların patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Diabetes mellitus ve 
komplikasyonlarının gelişimi, koroner kalp hastalığı, göz hastalıkları gibi pek çok 
hastalıkta ve durumda serbest radikal üretiminin arttığı ve antioksidan 
mekanizmaların yetersiz olduğu gösterilmiştir (87). 
 

         2.4. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler 
 
         2.4.1. Nonenzimatik Antioksidanlar 
 
         Glutatyon (GSH): Sistein içeren bir tripeptit yapısında olup in vivo 
sentezlenebilen ve ince bağırsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandır. 
Peroksidazlar için substrat görevi görebilen GSH, antioksidan etkili C ve E 
vitaminleri üzerinde de orta düzeyde koruyucu etkiye sahiptir (99,100). 
E Vitamini : Lipid fazda çözünen zincir-kırıcı etkiye bir antioksidandır (95,101).  
C vitamini: Süperoksit ve hidroksil radikalinin doğrudan temizleyicisidir (102). 
Transferrin: Dolaşımdaki serbest demiri bağlayarak antioksidan özellik gösterir. 
Bilirubin: Serbest radikalleri tutar, O2 - ve OH- toplar (99,103). 
Albümin: Geçiş metallerini bağlar, lipid hidroperoksit ve hipokloriti toplar (103). 
Ürik asit: Plazma konsantrasyonlarında O2 -, OH- ve peroksil radikallerini temizler. 
Seruloplazmin: SOD benzeri bir etki gösterdiği düşünülmektedir (104). 
Taurin: Ksenobiotiklere bağlanır. LPO ve nötrofil infiltrasyonunu inhibe eder (105). 
β-Karoten: Peroksitlere karşı doğrudan etki ederek inaktif hale getirir (98,106). 
Melatonin: Organizmada yapılan ve tahrip edici hidroksil radikali temizler (107). 
           
         2.4.2. Enzimatik Antioksidanlar 
 
         2.4.2.1. Glutatyon Peroksidaz 
 
         GSH-Px yapısında bir metal olan selenyumu bulundurduğu için metalloenzim 
grubunda değerlendirilir. İn vitro ortamda GSH’ı GSSG’ye çevirir. Bu tepkimede 
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H2O2’yi yüksek özgüllük ile katalizleyerek detoksifiye eder. GSH’un GSSG haline 
dönüştüğü reaksiyonda glutatyon peroksidaz enzimi H2O2’i suya indirger. Daha 
sonra glutatyon redüktaz enziminin katalizlediği reaksiyon ile NADPH harcanarak 
okside glutatyon tekrar redükte hale dönüştürülebilir (106). 
 
          2.4.2.2. Katalaz 
 
          Katalaz (CAT) enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapısında 
4 “hem” grubu bulunan bir hemoproteindir (95). Özellikle hidrojen peroksitin yüksek 
konsantrasyonlarda bulunduğu ortamlarda etkilidir (110). Ortamdaki H2O2 
konsantrasyonu düşük olduğu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan 
diğer antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti 
ortamdan uzaklaştırırlar (109).                                                              
 
          2.4.2.3. Süperoksit Dismutaz 
 
          Süperoksit Dismutaz (SOD), süperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve 
moleküler oksijene dönüştürülmesini katalizleyerek organizmayı toksik reaktif 
oksijen metabolitlerine karşı koruyan bir metalloenzimdir (110,112).                       
SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu oluşan ürünlerin birikmesi CAT enzimi 
tarafından bertaraf edilmektedir.  
 
         2.5. Hücre İçi Kalsiyum Sinyali 
 
         2.5.1. Hücre İçi Kalsiyum Sinyali ve Önemi 
 
         Hücrelerin yapmış olduğu işlevler iyon değişimleri ile tetiklenmektedir. 
Canlılarda meydana gelen hareket, beynin hafızayla ilgili işleyişleri, pankreatik 
hücrelerde salgılama, yaraların iyileşmesi, kalbin kasılması ve apopitoz gibi 
reaksiyonlarda Ca+2 belirleyici rol oynamaktadır. Ca+2 hem hücre içi hem de hücreler 
arası etkileşimlerde önemli görevlere sahiptir. Hücre içi Ca+2 sinyali, hücre içi Ca+2 

konsantrasyonunun ([Ca+2]i) geçici bir şekilde artışından oluşur (113). 
 
        
         2.5.2. Hücre İçi Kalsiyum Sinyalinin Oluşumu 
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          Günümüzde geliştirilen patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik teknikler ile 
beraber flurosan ışığına duyarlı çeşitli boyalar hücre içindeki iyonik akımları ve 
hücre içi serbest iyon seviyelerinin ölçülmesini mümkün hale getirmiştir (113). 
          Hücre içi Ca+2 hem hücre dışı ortama, hem de hücre içinde Ca+2 depolayan 
yapılara göre çok düşük seviyededir. Bu nedenle Ca+2 hücre içi iletişimde sinyal 
görevi yapabilmektedir. Öyle ki hücre dışındaki [Ca+2]'u yaklaşık olarak 10-3 M, Ca+2 

depolarında, örneğin endoplazmik retikulumda (ER) 5 x 10-4 M civarlarında iken, 
[Ca+2]i bu değerlerden binlerce kez daha düşük olan 10-7 seviyelerindedir. Bu 
yüzden, hem hücre içi ile dışı arasında, hem de ER ile sitoplazma arasında, çok 
yüksek bir Ca+2 derişim farkı vardır. Bu fark, Ca+2 için çok büyük bir sürdürücü 
kuvvet oluşmasına sebep olur. Hem hücre zarı, hem de ER zarından Ca+2 geçişi, bu 
sürdürücü kuvvetin etkisi ile protein yapıdaki kanallardan olur. Bu kanallar, 
çoğunlukla kapalı durumda olup; voltaj, mekanik uyarı ya da ligand bağlanması ile 
aktive olur ve Ca+2 geçirgenliği sağlarlar (114). 
         Hücrenin içindeki serbest Ca+2 iyonun artışı 2 yolla meydana gelir (115). 
         1- Hücre dışından hücre içine Ca+2  girişi, 
         2- Hücre içi kalsiyum depolarından Ca+2  salınması, 
         
         1- Hücrenin dışından hücrenin sitoplazmasına Ca+2 girişini sağlayan Ca+2 kanal 
tipleri şunlardır: 
         A- Ligand Bağımlı Ca+2 kanalları: Hücre dışından gelen ligandların bağlanması 
ile aktive olur. Böylece bu kanallar Ca+2'a karşı geçirgen hale gelirler. Bu kanallara 
en iyi örnek nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptörleridir (116). 
         B- Voltaj Bağımlı Ca+2 kanalları: Hücre membranının depolarize olması 
sonucunda bu kanallar aktive olur ve Ca+2'a karşı geçirgen hale gelirler. Böylece 
hücre membranında meydana gelen elektriksel olaylar, hücre içindeki fizyolojik 
olaylarla çiftlenir (117). 
          C- Kalsiyumun sızarak hücreye girdiği kanallar: Hücre içi Ca+2 depoları, Ca+2 

sinyali sonucu, ya da daha farklı şekillerde boşaldığı zaman, bu kanallar hücre 
dışından sitoplazmaya Ca+2 girişine sebep olurlar.  
          D- Ca-Na değiş-tokuş: 
          2-  Hücre içi Ca+2 depolarından Ca+2 çıkışını sağlayan yapılar 
          Ca+2‘un hücre içindeki depolardan hücrenin sitoplazmasına salınmasında en 
önemli rol oynayan faktörler Ca+2 ve inositol trifosfat (IP3) ile uyarılan 
reseptörlerdir. Hücre membranındaki reseptörlere agonistlerin bağlanması ile aktive 
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olan G proteininin uyardığı fosfolipaz C (PLC), membran fosfolipitlerinde İP3 ve 
diaçilgliserol (DAG) sentezine yol açmaktadır. Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (Ptdlns 
4, 5P2) ve DAG, protein kinaz C (PKC) yi aktive ederek bir seri fosforilasyon ve 
bunu izleyen aktivasyon veya inaktivasyona neden olur. İP3 ise hücre içi depolardan 
heparinle bloke edilebilen Ca+2 salınımına yol açmaktadır. Hücre içi Ca+2 artışının 
tetiklediği Ca+2   salınımı, pozitif geri-besleme mekanizması olarak iş görmektedir. 
 
         2.6. Apopitoz 
 
         Apopitoz, organizmanın ihtiyaç duymadığı, biyolojik görevini tamamlamış 
veya hasarlanmış hücrelerin, zararsız bir şekilde ortadan kaldırılmasını sağlayan ve 
genetik olarak kontrol edilen proğramlı hücre ölümüdür (118). 
         Yaşamakta olan hücreler iki farklı mekanizma ile ölürler. Bu mekanizmalar nekroz 
ve apopitozdur. Nekroz; hipoksi, aşırı ısı değişiklikleri, toksinler gibi hücre dışından 
gelen çeşitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelişen travmatik hücre ölümüdür. 
Apopitoz ise yaşlanmış, fonksiyonunu yitirmiş, fazla üretilmiş, düzensiz gelişmiş veya 
genetik olarak hasarlı hücrelerin, organizma için güvenli bir şekilde yok edilmelerini 
sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen programlı hücre ölümüdür. Nekroz patolojik 

bir olaydır. Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik olabilir (119,120). 
       
         2.6.1. Apopitozun Başlatılması 
 
         Hücrenin apopitoza gidebilmesi için ilk önce, ilgili genetik mekanizmayı 
harekete geçirecek bir sinyalle karşılaşması gerekir. Bu sinyal hücre içinden veya 
dışından gelebilir (121).     
          Hücre Dışından Kaynaklanan Sinyaller:  
          Çevresel yaşam sinyallerinin ve büyüme faktörlerinin yetersizliği, ölüm 
reseptörlerinin aktivasyonu (Reseptör- Ligand etkileşmesi), Fas-Fas ligandı, TNF, 
sitotoksik T lenfositleri, hücreleri etkileyen diğer dış etkenlerdir.  

           Hücre İçinden Kaynaklanan Sinyaller:  
          DNA hasarı, hücre içi Ca+2 seviyesinde artış, hücre içi pH’da düşme, metabolik 

ve/veya hücre siklus bozuklukları hücreyi apopitoza götüren merkezi hücre ölüm 
sinyallerini başlatabilmektedir.    
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         2.6.2.  Hücre İçi Proteazların Aktivasyonu     
 
         İç ve dış sinyallerle hücre içinde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu 
proteazlara kaspaz  adı verilir. Kaspazlar başlatıcı ve sonlandırıcı olarak ikiye ayrılır. 
Kaspaz ailesinin 14 üyesi tespit edilmiştir. Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 hücre 
ölümüyle ilişkilidir. Apopitozdan asıl sorumlu kaspaz 3’tür (122). 
         Kaspaz aktivasyonunda iki önemli uyarı yolu vardır. Biri ölüm reseptörleri 
aracılı-ekstrinsik yol, diğeri ise mitokondri aracılı-intrinsik yoldur. Ölüm reseptörleri 
adaptör proteinler aracılığıyla; iç sinyaller ise mitokodri aracılığıyla kaspazları aktive 
etmektedir. Mitokondri dış zarının geçirgenliği bazı proteinler ile sağlanmaktadır. 
Bunların en önemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir ve bu grup proteinlerin bir kısmı 
proapopitotik etkili iken diğer kısmı ise antiapopitotik etkilidir.                
Antiapoptotik üyelerin aşırı ekspresyonlarının apopitozu baskıladığı oysa proapoptotik 
üyelerin aşırı ekspresyonunun ise hücreleri öldürdüğü görülmektedir (123). 

         Hücrede iç veya dış nedenlerle DNA hasarı oluştuğunda aktive olan bazı 
genler, hücrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en önemlisi p53 genidir. 
Hücre hasarının tamiri başarılı olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu 
proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri aracılığı ile hücrenin apopitoza 
giderek ölmesini sağlar. Böylece DNA hasarlı hücre ortadan kaldırılmış olur (124,125). 

       
          2.6.3. Hücrede Oluşan Biyokimyasal Değişiklikler 
 
          Sonlandırıcı kaspazlar aktive olunca sitoplazma ve çekirdek içindeki hedef 
proteinler yıkılır. Kaspazlar DNA endonükleazı serbestleştirerek DNA kırıklarına 
neden olurlar. Kaspazların aktifleştirdiği bir diğer protein olan aktin yıkan protein 
hücrenin normal şeklinin bozulmasına yol açar. 
 
          2.6.4. Fagositoz 
 
          Apopitotik cisimler çevredeki parankim hücreleri ve fagositler tarafından 
fagosite edilerek dokulardan temizlenirler (120). 
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3. MATERYAL VE METOD 
 
 

         Bu çalışma Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi (SDÜTF)  Romatoloji 

Kliniği ile Biyofizik Anabilim Dalı Araştırma Laboratuarlarında gerçekleştirilmiştir. 

Tez projesi için gerekli olan ‘etik kurul onayı’ SDÜTF Etik Kurul Başkanlığından 

alınmıştır. Ayrıca hastalar araştırma hakkında ayrıntılı bilgilendirilmiş ve çalışmayı 

kabul edenlerden ̔ bilgilendirme ve onay formu ̕  alınmıştır.  

 

         3.1.Hasta Grupları 

 
         Çalışmaya SDÜTF Romatoloji kliniğince yeni tanı konulmuş veya daha 

önceden tanısı olupta kliniğimizce takip edilen 10 adet AS’li hasta alındı. 

Hastalarımızın tümüne Assessment of SpondyloArthritis International Society 

(ASAS) aksiyel spondiloartrit sınıflama kriterleri (Tablo 7) (54) kullanılarak tanı 

konuldu.  

         Kontrol grubu olarak yaş ve cinsiyet uyumlu 10 adet sağlıklı birey alındı. 

         Çalışmaya dahil edilme kriterleri 

         1- ASAS aksiyel spondiloartrit sınıflama kriterlerine göre AS tanısı olmak 

         2- Daha önce sulfasalazin, metotreksat ya da anti-TNF gibi hastalık modifiye 

edici tedavi kullanmamış olmak 

         Çalışmaya dahil edilmeme kriterleri 

         1- AS’e eşlik eden başka bir romatizmal hastalığı olmak 

         2- AS dışında sistemik, kronik bir hastalığı olmak 

         3- Aktif enfeksiyonu olmak 

         4- Malignitesi olmak 

         5- Gebelik 

         Çalışmaya dahil edilen hastalar 2 ana gruba ayrılarak nötrofilleri izole edildi. 

Sonrasında infliximabla inkübe edilip edilmediğine göre 2 alt gruba daha ayrılarak 

toplam 4 grup oluşturuldu. 

         Kontrol grubu: Kontrol grubunun nötrofilleri infliximabla (INF) inkübe 

edilmeden analizler yapıldı. 
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         Kontrol + INF grubu: Kontrol grubunun nötrofilleri infliximabla inkübe 

edilerek analizler yapıldı. 

         AS grubu: AS’li hastaların nötrofilleri infliximabla inkübe edilmeden analizler 

yapıldı. 

         AS + INF grubu: AS’li hastaların nötrofilleri infliximabla inkübe edilerek 

analizler yapıldı. 

         AS’li hastalarda tanı amaçlı lomber vertebra hareket açıklığını göstermek üzere 

Schober testi, lateral fleksiyon, göğüs ekspansiyonu ve tragus duvar mesafesi 

ölçümleri yapıldı. AS’li hastalar ve kontrol grubunun BASDAI ve BASFI ölçümleri 

EK-1 ve EK-2 deki anket formları kullanılarak hesaplandı. 

         Çalışmaya alınan tüm bireylerden 12 saat açlık sonrası, sistemik hastalık 

tanısını dışlamak amacıyla hemogram, rutin biyokimyasal tetkikler (glukoz, BUN, 

kreatinin, AST, ALT, ALP, Ca, P ), RF, ESH, CRP düzeyi için kan örnekleri alındı. 

 

         3.2. Örneklerin Alınması ve Saklanılması 

 

         Çalışmaya alınan bireylerden yaklaşık 45 cc venöz kan örneği alındı. Tüm 

hasta ve kontrol bireylerinde kan örnekleri aynı şartlarda ve aynı kişiler tarafından 

alındı. Kanlardan 35 ml si uygun antikoagülan eklenmiş enjektörlerle alınıp 

laboratuara ulaştırıldı. Kalan 10 ml ise serum elde etmek için kullanıldı. Daha sonra 

kanlar nötrofil izolasyonu bölümünde anlatıldığı şekilde santrifüj edilerek hücreler ve 

serum izole edildi. 

 
         3.2.1. Kullanılan Malzemeler ve Aletler 

 

         Vorteks: Nüve NM 100 (Türkiye) 

         Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa) 

         Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya) 

         pH metre: Hanna Instruments (Portekiz) 

         CO2 inkubator: Heal force (Japonya )  

         Laminar flow kabini: Javan (Belçika) 

         Sallamak su banyosu: Labart  (Japonya ) 

         Santrifüj: Jouan B4İ (Fransa) 
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         Derin dondurucu: Uğur (Türkiye) 

         Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (İsviçre) 

         Soğutmalı santrifüj: Kubato (Japonya ) 

    50 ml lik plastik falcon tüpleri. 1000/pk: Teknik (Türkiye)  

   15 ml lik falcon tüpleri. 1000/pk: Rota (Türkiye) 

   1B–103 Borasilicated kapillar tüp, 1000/pk: Fagus (Türkiye) 

          

   3.2.2.Nötrofil İzolasyonu 

 

         50 ml hacimli steril bir şırıngaya, 7 ml ACD solüsyonu (pıhtılaşmayı önleyici) 

konuldu. İçerisine hasta veya sağlıklı bireyden 35 ml taze venöz kan çekilerek ve bu 

kan içerisinde 10,5 ml HES (eritrositleri çöktürmeye yarar) olan 50 ml hacimli iki 

adet falcon tüplerine eşit miktarda bölünerek hafifçe karıştırıldı. Sonra bu karışım 30 

dakika boyunca dik bir şekilde tutuldu. Bu arada iki tane vakumlu biyokimya tüpüne, 

serum elde etmek amacı ile yaklaşık 5’er ml kan alındı. 15 dakika dik bir şekilde 

bekletildi. 15 dakika sonunda 3000 rpm de 15 dakika boyunca santrifüj edildi. 

         Elde edilen serum, steril 15 ml hacimli bir falcon tüpüne konuldu. SER + 1x  

Phosphate buffer saline (PBS) solüsyonu hazırlandı. (47,5 ml 1xPBS + 2,5 ml SER) 

30 dakika sonunda, iki farklı tabaka gözlendi (eritrositler tüpün dibine çökmüş olur) 

ve yaklaşık 40 ml olan bu üst kısım (süpernatant) alınarak ayrı, steril bir 50 ml 

hacimli falcon tüpüne konularak 350 g’de 10 dakika santrifüj edildi.  

         Santrifüj sonrası süpernatant tüpün dibinde az bir miktar kalacak şekilde atıldı 

ve tüpün dibindeki çökelti (pellet) bu az miktar sıvı ile tekrar çözülmeye çalışıldı. Bir 

konsantre PBS  solüsyonu ile 40 ml hacme kadar tamamlandı ve tekrar 350 g’de 

santrifüj edildi. Bu işlem yukarıda yazıldığı şekilde bir kez daha tekrarlandı.  

         Tüpün dip kısmında kalan pelletin içerisinde az miktarda da olsa eritrosit 

kalmış olabileceği ihtimalinden dolayı pelletin üzerine hızlı bir şekilde 10 ml 

enjeksiyonluk steril su döküldü ve 30 saniye durmasına müsaade edildi. 30 saniye 

sonrasında 2 konsantre PBS solüsyonu konuldu (son durum 1 konsantre PBS olmuş 

olur). Tekrar santrifüj işlemine götürüldü. Santrifüj sonrası kırmızı renkli bir 

solüsyon ve gri renkli pellet görülmesi beklendi. Bu pellet SER+1xPBS solüsyonu ile 

sulandırılarak çözüldü,  ve santrifüj işlemi basamakları iki kere tekrarlandı. Steril 50 
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ml hacimli bir falcon tüpüne 15 ml Ficoll konuldu. Santrifüj işleminden çıkan pellet 

10 ml SER+1xPBS ile tekrar sulandırıldı. Ve Ficoll solüsyonunun üzerine çok yavaş 

ilave edildi. 25 ml hacimli bu yeni solüsyonumuz 800 g’de 20 dakika santrifuj edildi. 

Ficoll; santrifuj ve yoğunluğu etkisi ile sadece nötrofillerin tüpün dibine çökmesine 

izin verir. 

         Santrifüj sonrası supernatant atıldı ve tüpün dibindeki pellet tekrar SER+1xPBS 

ile sulandırıldı ve santrifüj işlemi basamağı iki kere tekrarlandı. Elde edilebilen hücre 

miktarına göre 10 ile 15 ml hacim arasında sulandırılırdı ve FURA-2 AM flüoresan 

maddesi ile son konsantrasyon 2 mikroM olacak şekilde 37 C de 45 dakika boyunca 

sallamalı su banyosunda boyandı. Boyanma işleminden sonra fazla boyaların 

atılması için hücreler tekrar santrifüj ve yıkanma işlemine tabi tutuldular. Tampon 

solüsyonu içerisinde etrafı şeffaf plastik küvetlere konularak spektroflorometredeki 

yerine yerleştirilerek okunma işlemine geçildi. 

         Nötrofiller izolasyon miktarlarına bağlı her biri 107 hücre olacak şekilde 2 

kısıma ayrıldı. Bir kısmına hiçbir işlem yapılmadı. Diğer kısmına ise hücre canlılığı 

(MTT) testi uygulanarak en uygun infliximab dozu ve süresi bulundu ve hücreler bu 

doz ve sürede infliximab ile inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında oksidatif stresle 

ilgili değerlerin (GSH, GSH-Px, MDA düzeyleri) ölçülmesi için donduruldu. MDA 

(Placer ve ark. 1968) (126) analizleri ise spektrofotometrik olarak yapıldı.  

 

         3.2.3.  Hücre Canlılığı (MTT Analizi) 

 

         Bu deneyde sarı renkte olan (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide maddesi canlı hücreler tarafından mor renkli formozan 

kristaline mitokondrial solunum yolu ile dönüştürülmektedir. Eğer hücreler canlı 

değilse bu reaksiyon gerçekleşmez. Renk oluşumu da spektrofotometrik yöntemle 

değerlendirilip sonuçlara göre infliximabın en uygun doz miktarı belirlenmiştir. 

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] analizi ilk 

olarak Mosmann tarafından kullanıma girmiştir. MTT yöntemi, hücre canlılığının 

belirlenmesi için sıkça kullanılan pratik bir yöntemdir. Bu yöntem sağlam hücrelerde 

mitokondrinin, MTT boyasının tetrazolium halkasını parçalayabilmesi esasına 

dayanmaktadır. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan süksinat 
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dehidrojenaz aktivitesine bağımlıdır. Tetrazolium halkasının parçalanması sonucu 

sarı renkli MTT boyası koyu mavi-mor çözünmeyen formazan kristallerine 

dönüşmektedir. Sonuç olarak canlı ve mitokondri fonksiyonu bozulmamış hücreler 

mor renkte boyanmakta, ölü ya da mitokondri fonksiyonu bozulmuş hücreler 

boyanmamaktadır. Reaksiyon ürünü uygun karışımda çözüldükten sonra 

spektrofotometrik yöntemle ölçülür. Hücrelerin MTT indirgeme özelliği hücre 

canlılığının ölçütü olarak alınır. Hücre canlılığı ve üremesini ölçen bu yöntemin, 

diğer sitotoksik test yöntemlerine göre daha hassas ve tekrarlanabilir olması, 

uygulamasının kolay ve hızlı olması, radyoaktif izotop kullanmaya gerek olmaması 

avantaj olarak kabul edilir. 

         

          3.2.4. Hücre İçi Kalsiyumun Ölçülmesi 

 

          Hücre içi Ca+2 miktarının ölçümü için nötrofil hücreleri oda ısısında 45 dakika 

boyunca 4µM fura–2 AM flüoresan boyası ile boyandı (127). Boyanma işleminden 

sonra yıkamaya tabi tutulan hücre manyetik olarak karıştırılan, şeffaf küvetlere hücre 

yoğunluğu 2x106 olacak şekilde Na+-HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140; KCl, 4,7; 

CaCl2, 1,2; MgCl2, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)] solusyonu içerisinde 

Biyofizik Anabilim Dalında mevcut florasan spektrofotometrede (Varian Cary 

Eclipse, Australia ) haznesine yerleştirildi. Fura–2 AM için eksitasyon dalga boylari 

340 nm ve 380 nm, 505 nm emisyon dalga boylarinda flüoresan ışık ile uyarıldı ve 

yaklaşık yedi dakika boyunca kayıt alındı. Hücre içi serbest Ca2+ iyon düzeyi [Ca+2]i 

değişimleri bilgisayar ekranında 340 nm/380 nm dalga boylarındaki uyarımları ile 

kaydedildi ve Grynkiewicz ve ark.’nın metoduna göre hesaplandı (128). 

 

          3.2.5. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ölçümü 

 

          3.2.5.1. GSH ve GSH-Px Analizleri 

 

          GSH düzeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yönteme göre 

spektrofotometre cihazı ile belirlendi (129). GSH tayini için %10 triklorikasetik asit 

(TCA) solüsyonu ve Tris tamponu (0,4 M pH:8,9) kullanıldı. 
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          Tris tamponu (0,4 M pH:8,9): 48.46 gram tris-hydroxymethil-aminomethan’ın 

hidroklorik asit (HCl) ile pH 8.9 olacak şekilde 1 litrede çözülmesi ile hazırlandı. 

          0.1 ml kan homejenatı 0.4 ml TCA solüsyonu ile karıştırıldı. 20 sn karıştırıcıda 

vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifüj edildi, 0.1 ml süpernatant temiz bir tüp 

içine alındı. Üzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris tamponu ve 0.1 ml DTNB 

solüsyonu eklendi. Oluşan sarı renk distile suya karşı spektrofotometrede 412 nm 

dalga boyunda okundu.  

         GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk tarafından bildirilen yönteme 

göre spektrofotometrede belirlendi. Oda ısısında 5 sn beklendi. Saf suya karşı 

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu (128). 

 

          3.2.5.2. Lipit Peroksidasyon (LPO) Analizi 

 
          Nötrofillerde LPO düzeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark.(69) bildirdikleri 

yönteme göre tiyobarbitürik asit (TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir 

spektrofotometrede (Schimadzu, UV–1800, Japonya) yapıldı.  

          Deneyin yapılışı:  Tüm nötrofil grupları 1/9 (2.25 ml) oranında TBARS 

solüsyonu ile sulandırıldı. Kör olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oranında 

TBARS karışımı kullanıldı. Örnekler ve kör, 20 dakika süresince 100◦C’ lik kaynar 

suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra çeşme suyu altında soğutuldu. 2500 devirde 

5 dakika santrifüj edildi. Üstteki pembe renkli sıvı otomatik pipetle hassas bir şekilde 

alınarak 1 cm ışık geçişine sahip küvette 532 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede köre karşı okundu. Standart olarak ise yine aynı oranlarda 

hazırlanmış 1, 1, 3, 3 tetraethoxy propane solüsyonu kullanıldı. Değerler 

nanomol/gram protein olarak belirlendi (128).   

 

         3.2.6. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Aktiviteleri Tayini 

 

         Hücreler bir saat süre ile 37C de 2 mL substrat solüsyonu ( 20 mM HEPES, 2 

mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.1% CHAPS, 5 mM dithiothreitol 

(DTT), ve 8.25 µM kaspaz substratı; pH 7.4 olacak şekilde ayarlandı ) içerisinde 

inkube edilerek sonrasında ultrasonik parçalama işlemine tabi tutuldu (130). Açığa 

çıkan enzimler spektroflorometre (Varian Cary Eclipse, Australia) cihazında 360 nm 
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uyarılma ve 460 nm emilme dalga boylarında okundu. Kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri 

floresan boyalar ile boyanarak değerlendirildi (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-

LEHD-AMC Kaspaz-9 için). Elde edilen veriler floresan birimi / miligram protein 

olarak kaydedildi. 

 

          3.2.7. Nötrofil Sitozüne Ca+2 Akışının Hangi Kanaldan Olduğunun   

Belirlenmesi 

 

          Verapamil ve diltiazem düşük ve yüksek voltaja duyarlı kanalları bloke eden 

kimyasallardır. 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ise transient receptor 

melastatin 2 (TRPM2) kapılarını bloke eden spesifik olmayan bir kimyasal maddedir. 

Nötrofil sitozolüne Ca+2 akışının hangi katyon kanallarından gerçekleştiğini test 

etmek için, elde edilen nötrofiller fMLP ile uyarılmadan önce 30 dakika 10 μMol 

verapamil+diltiazem (131) veya 0.1 mM 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ile 

nötrofiller inkübe edildiler (132). 

 

          3.2.8. İstatistiksel Analiz 

 

         Bütün veriler ortalama ± standart sapma [mean ± standard deviation (SD)] 

olarak verildi. Nötrofil hücrelerinde çalışılan bilimsel değerlerin aritmetik ortalama 

değerleri arasındaki farklılıklar, SPSS for Windows 15.0 paket bilgisayar programı 

kullanılarak istatistiksel olarak karsılaştırıldı.  

         Gruplar arası fark olup olmadığı Mann-Whitney U testi istatistiksel analizi ile 

değerlendirildi. Tüm istatistikî karşılaştırmalarda anlamlılık düzeyi p<0.05 den 

küçük olanlar anlamlı olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 
 

          

          4.1. Genel Bulgular 

 

          Çalışmaya 10 (7 erkek, 3 kadın) AS’li hasta ile yaş ve cins grubu uygun 

sağlıklı 10 (7 erkek, 3 kadın) kontrol olmak üzere 20 kişi alındı. AS’li hastaların 

hepsi BASDAI skoru esas alındığında aktivasyon döneminde (BASDAI > 4) idi. 

Çalışmaya alınan hastaların yaş ortalaması 33,8 ± 6,8 yıl iken, kontrol grubunun yaş 

ortalaması 32,5 ± 5,3 yıl idi. Gruplar arasında yaş ve cinsiyet açısından istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0,05). 

          Gruplar arasında karşılaştırma yapıldığında ESH, CRP, BASDAI ve BASFI 

skorları AS’li grupta kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptandı. Hasta ve 

kontrol  gruplarının ESH, CRP, BASDAI ve BASFI düzeylerinin ortalamaları ve 

istatistiksel analizleri Tablo 9’ da gösterilmektedir 

          

         4.2. Oksidatif Stres Bulguları 

 

         Kontrol, AS ve AS + INF grubundan izole edilen nötrofillerde oksidatif stres 

belirteci olarak; LPO ve antioksidanlardan GSH ile GSH-Px düzeyleri çalışıldı. LPO 

değerleri, kontrol grubuna kıyasla AS grubunda önemli düzeyde (p<0.05) yüksek 

gözlenirken, AS+INF grubunda, AS grubuna kıyasla önemli düzeyde (p<0.05) düşük 

bulundu.  GSH (p<0.001) and GSH-Px (p<0.05) değerleri, kontrol grubuna kıyasla 

AS grubunda önemli düzeyde düşük gözlenirken, AS+INF grubunda, AS grubuna 

kıyasla önemli düzeyde (p<0.05 ve p<0.01) yüksek bulundu (Tablo 10).  
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         Tablo 9. AS ve kontrol gruplarında ESH, CRP, BASDAI ve BASFI değerleri 

                                          AS grubu (n=10)            Kontrol grubu (n=10)            p  

                                          (Ortalama ± SD)                (Ortalama ± SD) 

          ESH                           23,1 ± 16,8                           7,1 ± 4,7                    <0,05 

          CRP                           16,2 ± 14,9                           4,2 ± 1,5                    <0,00 

          BASDAI skoru            5,1 ± 0,7                             0,7 ± 0,5                    <0,00 

          BASFI skoru                3,9 ± 1,5                             0,3 ± 0,6                    <0,00 
         ESH : Eritrosit sedimantasyon hızı, CRP: C reaktif proein 

           BASDAI: Bath Ankilozan Spondilit Hastalık Aktivite İndeksi 

           BASFI: Bath Ankilozan Spondilit Fonksiyonel İndeksi 

  

 

 

   Tablo 10. Nötrofillerde LPO, GSH ve GSH-Px düzeyleri ( ortalama ± SD ve n=10) 

                                        LPO                           GSH                     GSH-Px              

                                  (μmol/gr prot)         (μmol/gr prot)        (IU/gr protein) 

         Kontrol            19.60 ± 1.52             3.27 ± 0.37              10.65 ± 1.44          

         AS                   23.30 ± 3.02a            2.56 ± 0.24b              8.17 ± 1.39a         

         AS + INF        20.30 ± 2.82c            2.97 ± 0.30d              9.79 ± 1.20c          
               LPO: Lipid peroksidasyon, GSH: Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz 

              ap<0.05 ile bp<0.001 ve kontrol grubuna kıyasla.  

              cp<0.05 ile dp<0.01 AS grubuna kıyasla.  

 

 

          4.3. İnfliximab Dozunun Hücre Canlılığı (MTT) Testi İle Belirlenmesi 

 

          Elde edilen nötrofiller, 4 farklı zaman (30 dakika, 1 saat, 2 saat ve 3 saat) ve 

kontrol ile farklı 5 dozda infliximab ile inkübe edildiler. Elde edilen sonuçlarda 1 

saat ve 100 μM dozun öldürücü olmayan doz olduğu belirlendi (Şekil 1).  
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          Şekil 1. MTT test sonuçları 

         4.4. Apopitozis Sonuçları 

 

         Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarından elde edilen apopitozis 

sonuçları şekil 2’de gösterilmiştir. Bu şekil incelendiğinde; 

         Apopitozis düzeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol + 

INF grubuna kıyasla istatistiksel olarak önemli düzeyde (p<0.001) yüksek olduğu 

gözlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiğinde apopitozis düzeylerinin 

kontrol grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) azaldığı görüldü. AS grubuna 

infliximab eklendiğinde apopitozis düzeylerinin AS grubuna göre anlamlı olarak 

(p<0,001) azaldığı saptandı. AS + INF grubunda apopitozis düzeylerinin kontrol + 

INF grubuna göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu (p<0,01) gözlemlendi.  

 

         4.5. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Sonuçları 

 

         Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarından elde edilen kaspaz 3 ve 

kaspaz 9 değerleri şekil 3 ve şekil 4’de gösterilmiştir. Şekil 3 incelendiğinde; 

          Kaspas-3 düzeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol + 

INF grubuna kıyasla istatistiksel olarak önemli düzeyde (p<0.001) yüksek olduğu 

gözlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiğinde kaspas-3 düzeylerinin kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) azaldığı görüldü. AS grubuna infliximab 

eklendiğinde kaspas-3 düzeylerinin AS grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) 
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azaldığı saptandı. AS + INF grubunda kaspas-3 düzeylerinin kontrol + INF grubuna 

göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu (p<0,001) gözlemlendi.   

          Şekil 4 incelendiğinde;  

          Kaspas-9 düzeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol + 

INF grubuna kıyasla istatistiksel olarak önemli düzeyde (p<0.001) yüksek olduğu 

gözlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiğinde kaspas-9 düzeylerinin kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) azaldığı görüldü. AS grubuna infliximab 

eklendiğinde kaspas-9 düzeylerinin AS grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) 

azaldığı saptandı. AS + INF grubunda kaspas-9 düzeylerinin kontrol + INF grubuna 

göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu (p<0,001) gözlemlendi. 
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         Şekil 2. İnfliximabın AS’li hastaların nötrofil apopitozis değerleri üzerindeki 

etkileri   (n=10, ortalama ± SD). 
               ap<0.001 ve kontrol grubuna kıyasla. 
               bp<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kıyasla. 
               cp<0.001 ve hasta grubuna kıyasla. 
               dp<0.01 ve kontrol + INF grubuna kıyasla. 

        AS: Ankilozan spondilit, INF: İnfliximab 
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         Şekil 3. İnfliximabın AS’li hastaların nötrofil kaspas-3 değerleri üzerindeki 

etkileri   (n=10, ortalama ± SD). 
           ap<0.001 ve kontrol grubuna kıyasla. 
                 bp<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kıyasla. 
                 cp<0.001 ve AS grubuna kıyasla. 
                 dp<0.001 ve kontrol + INF grubuna kıyasla. 

         AS: Ankilozan spondilit, INF: İnfliximab 
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Şekil 4. İnfliximabın AS’li hastaların nötrofil kaspas-3 değerleri üzerindeki etkileri   

(n=10, ortalama ± SD). 
            ap<0.001 ve kontrol grubuna kıyasla. 
               bp<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kıyasla. 
               cp<0.001 ve AS grubuna kıyasla. 
               dp<0.001 ve kontrol + INF grubuna kıyasla. 

         AS: Ankilozan spondilit, INF: İnfliximab 
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         4.6. Sitozole Ca+2 Salınışı Sonuçları 

 

         Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarından elde edilen Ca+2 iyon 

salınışı  sonuçları şekil 5’de gösterilmiştir. Bu şekil incelendiğinde; 

          AS grubunda kontrol grubuna göre sitozole Ca+2 iyon salınımının  istatistiksel 

olarak  (p<0,001) daha fazla olduğu gözlemlendi. Hem AS + 2-APB grubunda hem 

de AS + V+D grubunda AS grubuna göre anlamlı düzeyde (p<0,001) sitozele Ca+2 

iyon salınımının daha az olduğu görüldü. AS hastalarına infliximab eklendiğinde 

sitozole Ca+2 iyon akışının AS hastalarına göre anlamlı olarak (p<0,01) azaldığı 

gözlemlendi. AS+INF + 2-APB grubunda AS + 2-APB grubuna göre sitozole Ca+2 

iyon salınımının anlamlı olarak (p<0,001) azaldığı saptandı. AS+INF + V+D 

grubunda da AS + V+D grubuna göre sitozole Ca+2 iyon salınımının anlamlı olarak 

(p<0,001) azaldığı gözlemlendi. Hücre içine Ca+2 salınışının tüm gruplardaki zaman 

akım grafiği şekil 6’da gösterilmiştir. 
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 Şekil 5. Gruplar arası sitozole kalsiyum akışı 

            ap<0.001 ve kontrol grubuna kıyasla. 
           bp<0.001 ve AS grubuna kıyasla. 
            cp<0.01 ve AS grubuna kıyasla. 
           dp<0.001 ve AS + 2-APB grubuna kıyasla. 
           ep<0.001 ve AS + V+D grubuna kıyasla. 

      AS: Ankilozan spondilit, INF: İnfliximab,  2-APB: 2-aminoethoxydiphenyl borate  

      V: Verapamil, D: Diltiazem 
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Şekil 6. Hücre sitozolüne Ca+2 salınışının tüm gruplardaki zaman akım grafiği   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 39

5. TARTIŞMA 

 
         Ankilozan spondilit genellikle 20-40 yaş arası erkeklerde kadınlara göre 3 kat 

daha fazla görülen inflamatuar romatizmal bir hastalıktır. Hastalığın seyrine 

baktığımızda hastalar bedensel olarak etkilenmekte ve yaşamlarının en verimli 

devrelerinde iş gücü kaybına uğramaktadırlar. Hastalığın günümüzde halen kesin bir 

tedavisi olmayıp kullanılan mevcut ilaçlar hastalığın gidişatını yavaşlatmak için 

kullanılmaktadır. 

         Hastalığın patogenezi aydınlatıldıkça kullanılan tedavilerde o yönde 

ilerlemektedir. AS’li hastalarda hem aksiyel iskelette hemde periferik eklemlerde 

TNF-α molekülü yüksek oranda saptanmış ve bunun ışığında anti-TNF ilaçlar 

kullanıma girmiştir. Günümüzde bu ilaçlarla hastalarda klinik olarak belirgin bir 

rahatlama sağlanmış ancak radyolojik olarak ilerlemenin devam ettiği bildirilmiştir 

(62). 

         Ankilozan spondilitte hastalık aktivitesinin ve fonksiyonun değerlendirmesinde 

yaygın olarak kullanılan BASDAI ve BASFI skorları önceki yapılan çalışmalarda 

hasta gruplarında kontrol gruplarına göre yüksek bulunmuştur. Bu skorların 

değişiminin tedaviye cevabı izlemde ve düşük BASDAI skorlarının biyolojik 

tedavilere cevabı öngörmekte kullanışlı olduğu bildirilmiştir (133). Bizim 

çalışmamızda literatürle uyumlu (133) olarak AS’li hasta grubunda kontrol grubuna 

göre BASDAI ve BASFI değerleri anlamlı olarak yüksek bulundu. Yine benzer 

şekilde hastalık aktivitesini gösteren ESH ve CRP değerleri hasta grubunda kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptandı (p<0,05). 

           Nötrofillerin inflamatuar hastalıklarda yer alan doku hasardan sorumlu olduğu 

bilinmektedir. Oksidatif stresle artan ROS nötrofil aktivasyonundan sorumludur. 

ROS ismi verilen ürünlerden başlıcaları; O2.-, H2O2 ve OH-'dir. Bu ürünler özellikle 

doymamış yağ asitlerinin yapılarını bozarak hücrelerde hasara yol açmaktadırlar. 

ROS’un zararlı etkilerinin hücre düzeyinde belirlenmesinde kullanılan yöntem MDA 

esasına bağlı LPO düzeyi tayinidir (134). 

         Oksidasyon/antioksidasyon dengesinin oksidasyon yönünde bozulmasının yani 

oksidatif stresin RA, Behçet gibi inflamatuvar hastalıkların patogenezinde olduğu 

gibi AS patogenezinde de önemli rolü olduğunu gösteren deliller mevcuttur. 
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Oksidatif stres serbest radikallerin ya oluşum hızında artma ya da ortadan kaldırılma 

hızında düşme sonucunda ortaya çıkmaktadır. Bu durum serbest radikal oluşumu ile 

antioksidan savunma mekanizması arasındaki ciddi dengesizliği göstermekte olup, 

sonuçta doku hasarına yol açmaktadır. İnflamasyon sırasında ortaya çıkan TNF- α, 

IL1-β gibi proinflamatuar sitokinler nitrik oksit, malondialdehit oluşumunu, ksantin 

oksidaz aktivitesini indüklemekte ve serbest radikal oluşumunu bu yolla 

arttırmaktadırlar. AS patogenezinde oksidatif stresin rolünü araştıran çalışma sayısı 

oldukça sınırlıdır. Biasi ve arkadaşları AS’nin aktif döneminde anormal derecede 

yüksek nötrofil göçü olduğunu ve bu hastalarda dolaşımdaki nötrofillerce reaktif 

oksijen radikallerine cevabın arttığını göstermişlerdir (135). Kocabaş ve arkadaşları 

AS’li hastalarda serumda oksidan/antioksidan düzeylerine bakmış ve sonuçta AS’de 

dengenin oksidan yönünde bozulduğunu göstermişlerdir (136). Karakoç ve 

arkadaşları oksidatif stresi değerlendirmek için total oksidatif stres, total antioksidan 

seviye ve oksidatif stres indeksini kullanmışlar ve AS hastalarında total antioksidan 

seviyesinde kontrol grubuna göre düşüklük saptanırken oksidan özelliği gösteren 

diğer iki parametrede hasta grubunda anlamlı bir yükseklik göstermişlerdir (137). 

          Serbest oksijen radikallerinin zararlı etkilerinden en çok etkilenen hücre 

elemanları membran lipidleridir. Oksidatif atak özellikle polyansatüre yağ asitlerinin 

peroksidasyonu ile kendisini gösterir. Malondialdehit bu zincir reaksiyon sırasında 

bir ara ürün olarak oluşur. Bu nedenle MDA düzeyi oksidatif polyansatüre yağ 

asitleri hasarının bir göstergesi olarak kabul edilir. MDA miktarının artması hasarı 

gösterir. Özgöçmen ve arkadaşları AS’li hastaların serumlarında MDA düzeylerini 

değerlendirmişler ve MDA düzeyini AS’li hastalarda kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak yüksek saptamışlardır (138). Bizim çalışmamızda da Özgöçmen ve 

arkadaşlarını destekler nitelikte benzer sonuçlar elde edilmiş ve LPO düzeyleri AS’li 

hasta grubunda kontrol grubuna göre anlamlı oranda yüksek saptanmıştır. LPO 

seviyelerindeki bu artış AS’li hastalarda daha önceki çalışmalarda da belirtildiği gibi 

oksidatif stresin artması sonucu aşırı üretilen ROS’lar ile ilişkili olabilir. Yine 

antioksidan parametrelere bakıldığında GSH ve GSH-Px düzeyleri önceki 

literatürleri destekler nitelikte AS’li hasta grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak düşük saptandı. Yukarıda bahsedilen çalışmaların hepsi AS’li hastaların 

serumlarında bakılan değerler olup AS’li hastaların nötrofillerinde antioksidan 
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parametreleri değerlendiren bir çalışma bulunmamaktadır. Bizim çalışmamızda AS’li 

hastaların nötrofilleri direkt hedef olarak alınmış ve antioksidan parametreler  

serumda bakılan değerlere benzer şekilde sonuçlar elde edilmiştir. Nötrofiller 

fagositoz sırasında serbest oksijen radikallerini üretmektedirler. Serbest radikallerin 

üretimi artar ise bunların inhibisyonundan sorumlu olan antioksidanların düzeyi 

azalmaktadır. AS’de fagositik aktivitenin arttığı çok iyi bilinmektedir. Bundan dolayı 

antioksidan enzim düzeyleri yükselmemiş olabilir.  

        TNF- α reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminin artmasını tetikleyen 

inflamatuar bir sitokindir (139). Çeşitli çalışmalar anti-TNF ajanların RA’li 

hastalarda ROS üretimi üzerine olan etkilerini incelemişlerdir. Pay ve arkadaşlarının 

yaptığı bir çalışmada RA hastalarının nötrofil kültürlerinde anti-TNF ajanların 

nötrofil kemotaksisini ve ROS üretimini azalttığını göstermişlerdir (140). Başka bir 

çalışmada RA’li hastalarda anti-TNF ajanların infilamasyonlu eklemde ROS 

üretiminin ve ayrıca ekleme olan nötrofil akımını belirgin azalttığını göstermişlerdir 

(141). Literatüre bakıldığında AS’li hastalarda anti-TNF ajanların oksidatif stres 

üzerine olan etkilerini inceleyen çalışma az sayıdadır. AS’li hastaların nötrofillerinde 

ise bu etki hiç çalışılmamıştır. Karakucak ve arkadaşları AS’li hastalarda anti-TNF 

ajan kullananlarla NSAİİ kullanan hastaların oksidatif durumlarını karşılaştırmışlar 

ve anti-TNF alanların hem NSAİİ kullananlara hemde kontrol grubuna göre oksidatif 

durumun daha iyi olduğunu göstermişlerdir (142). Bizim çalışmamız anti-TNF 

ajanlardan inlifliximabın AS’li hastaların direkt nötrofilleri üzerinde oksidatif stresi 

inceleyen ilk ve tek çalışmadır. Çalışmamızda AS grubuna infliximab eklendiğinde 

antioksidan parametrelerde istatistiksel olarak belirgin bir düzelme saptanmıştır. 

Ajanın bu etkisini nötrofil kemotaksisini azaltarak ve ROS oluşumunu inhibe ederek 

yaptığı düşünülebilir. Bu sonuçlar infliximabın AS’li hastaların nötrofillerinde 

oksidatif stres üzerine olumlu etkisinin olduğunu ve bu yolu da kullanarak 

inflamasyonu baskılayabileceğini düşündürmektedir. 

           TNF-α inhibitörlerinin in vivo apopitozu indükleyip indüklemiyeceği 

sorusuna yanıt bulmak için çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu ilaçlarla tedavi edilen 

psöriasis, RA ve Crohn hastalarının (CH) biyopsi materyalleri ve periferik kandaki 

apopitotik hücrelerin sıklığı ölçülerek incelenmiştir. Yapılan 3 ayrı çalışma CH da 

infliximab tedavisinden 4 saat ile 4 hafta sonrasında periferik kandaki monositlerde 
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ve lamina propriadaki T hücrelerinde apopitozun sayısının arttığını göstermiştir (143-

145). RA’de yapılan 2 çalışmanın birisinde infliximab sonrası yapılan sinoviyal 

biyopsilerde apopitozda artış görülmezken, diğer çalışmada apopitotik hücrelerde 2-5 

kat artış saptanmıştır (146). Psöriatik artritli hastaların hem sinoviyal biyopsilerinde 

hem de psöriatik cilt lezyonlarından yapılan biyopsilerde infliximab tedavisinden 48 

saat sonra apopitotik hücrelerde artış saptanmıştır (147). 

          Ankilozan spondilitli hastaların nötrofillerinde infliximab ile yapılan 

apopitozis çalışması literatürde bulunmamaktadır.  Bizde bu açıktan yola çıkarak 

infliximabın AS’li hastaların in vitro olarak ayrıştırılmış nötrofillerinde apopitoz 

üzerine nasıl etki ettiği sorusuna yanıt bulmak için nötrofilleri infliximabla inkübe 

ederek kaspaz-3 ve kaspaz-9 düzeylerini hesapladık. Şekil 8’e bakıldığında 

infliximabın hem kontrol grubuna hem de AS’li hasta grubuna eklendiğinde 

apopitozu belirgin olarak azalttığını gözlemledik. Yine apopitozun göstergesi olan 

kaspaz-3 ve kaspaz-9 düzeylerine baktığımızda infliximabın bu enzim düzeylerini 

belirgin oranda azalttığını ve sonuçta apopitozu inhibe ettiğini söyleyebiliriz. TNF-α 

apopitozisin ekstrensek yolağında, özellikle kaspaz-3 aktivasyonunda önemli rol 

oynadığı gibi intrensek apopitozis yolağında da başlangıç kaspazlarını aktifleştirmek 

suretiyle etkin olduğu gözlenmiştir (148). Proapopitotik bir sinyal olarak kabul edilen 

TNF-α’yı bloke eden ilaçlar antiapopitotik etkinlik göstermektedirler. Bizim 

sonuçlarımızda bu literatürü destekler nitelikte olup infliximab AS’li hastaların 

nötrofillerinde apopitozisi inhibe etmektedir. TNF-α antagonistlerinin transmembran 

TNF aracılığıyla apopitozis üzerine çift etki yapabildiği yani apopitozu hem inhibe 

edip hemde indükleyebileceği belirtilmiştir (149). Çalışmamızda infliximabın 

apopitozu inhibe ettiğini saptadık. Ancak apopitozun inhibisyonuna rağmen 

inflamasyonda baskılanma olması bu çift etkiye bağlı olarak inflamasyonu 

baskılayan birtakım sitokinler ortama salınıyor olabilir. Bunun irdelenmesi için hasta 

sayısı çok olan daha kapsamlı çalışmalar yapılması gerekir.  

          Ankilozan spondilitte nötrofil fonksiyonlarının arttığı bildirilmiştir (150).  

Nötrofil fonksiyonlarını etkileyen en önemli faktörlerden biri hücre içi serbest 

Ca+2’un düzeyidir. Kalsiyum iyonu nötrofillerde kemotaksis, adezyon, araşidonik 

asit ürünlerinin yapımı ve serbest oksijen radikalleri üretimini etkilediği için 

nötrofillerde meydana gelen hücre içi Ca+2 düzey değişiklikleri nötrofil 
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fonksiyonlarını doğrudan etkilemektedir (151). Bir dokuda inflamasyon varsa 

nötrofiller genellikle bu inflamasyonda ilk savunma bariyerini oluşturmakta ve 

bakterilerin salgılamış olduğu fMLP ile aktif hale gelmektedir. Bu uyarılma 

sonucunda hücre içi Ca+2 miktarında artış meydana gelmekte ve serbest radikal 

üretimi artmaktadır. 

         Biz çalışmamızda AS’li hastaların nötrofilleriyle kontrol grubunun 

nötrofillerinin hücre içi Ca+2 düzeylerini karşılaştırdık. Ayrıca AS’li hastaların 

nötrofillerini infliximab ile inkübe ederek sitozole Ca+2 akışının değişip 

değişmediğini inceledik. Nötrofilleri infliximab ile inkübe etmeden önce hücre için 

toksik olmayan dozun belirlenmesi için MTT testi yapıldı. Sonuçta 1 saat ve 100 μM 

dozun öldürücü olmayan doz olduğu belirlendi (Şekil 7). AS’li hastaların 

nötrofillerinde yapılan hücre içi Ca+2 düzeylerinin kontrol gruplarından elde edilen 

nötrofillerin hücre içi Ca+2 değerlerine göre anlamlı oranda yüksek saptanması 

(p<0,001) ve baktığımız hasta gruplarının aktivasyon döneminde olması nedeniyle 

AS’in aktivasyonunda nötrofil intrastoplazmik Ca+2 düzeyi artışının etkili 

olabileceğini düşündürmektedir. 

         TNF-α inhibitörlerinden olan infliximabın AS’li hastaların nötrofillerinde 

sitozole Ca+2 akışı üzerine etkisinin olup olmadığı daha önce hiç araştırılmamıştır. 

Çalışmamız bu konu üzerinde yapılan ilk ve tek çalışmadır. Çalışmamızda 

infliximabın AS’in aktivasyonunda nötrofil intrastoplazmik Ca+2 düzeyi değişimleri 

üzerine etkili olabileceği düşünülerek, nötrofiller in vitro ortamda infliximab ile 

inkübe edildi. AS’li hasta grubunda infliximabla inkübasyondan sonra ölçülen 

intrasitoplazmik Ca+2 düzeyinin bazal ölçümlere göre anlamlı düzeyde düşük 

saptanması (p<0,001), AS hastalarında infliximabın nötrofil intrasitoplazmik Ca+2 

düzeyini azalttığını göstermektedir. İnfliximabın Ca+2 üzerine etkisini hangi Ca+2 

kanalı üzerinden yaptığı bilinmediği için voltaja duyarlı Ca+2 kapıları, kalsiyum 

kanal blokerleri olan diltiazem + verapamil veya 2-APB ile bloke edildi (131,132). 

İnfliximab+verapamil+diltiazem ile inkübe edilen AS’li hasta nörofillerinde 

infliximab+2-APB ile inkübe edilenlere göre intrastoplazmik Ca+2 düzeyinde 

anlamlı düzeyde azalma saptandı (p<0.01). Bu sonuçlar ışığında infliximabın hücre 

içi Ca+2 düzeylerini azaltmada TRPM2 kanallarından çok voltaja duyarlı Ca+2 

kanallarını kullandığı düşünülebilir. 
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                 6. SONUÇLAR 

 
 

Ankilozan spondilit hastalığında sitozole Ca+2 salınışında artış mevcuttur. Hastalığın 

tedavisinde kullanılan TNF-alfa inhitörlerinden olan infliximab nötrofillerde 

intrastoplazmik Ca+2 düşüklüğüne yol açmaktadır. Ayrıca nötrofillerdeki apopitozu 

inhibe etmekte ve oksidatif stres üzerine olumlu etkisi bulunmaktadır. İnfliximabın 

nötrofillerdeki Ca+2 sinyali değişikliğini voltaj bağımlı Ca+2 kanalları üzerinden 

yaptığı düşünülmektedir. AS hastalarında verapamil ve diltiazem voltaj bağımlı 

kanallar aracılığı ile nötrofillerde intrastoplazmik Ca+2 düzeyini azaltmaktadır. 

Voltaj bağımlı kalsiyum kanallarının da hedef alınarak gelecekte yeni çalışmalarla 

desteklenmesi yeni tedavi yaklaşımları açısından yol gösterici olacaktır. 
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ÖZET 

 

          “Ankilozan Spondilitli Hastaların Nötrofillerinde Tümör Nekroz Faktör 
Alfa İnhibitörü İnfliximabın Kalsiyum Sinyali, Oksidatif Stres ve Apopitozis 
Üzerine Etkileri” 
 
         Ankilozan spondilit, vertebranın progresif ve asendan kemik füzyonuna yol 
açabilen, spinal eklemlerin inflamasyonu ile karakterize, periferik eklemlerin daha az 
sıklıkla etkilendiği, etyolojisi tam olarak aydınlatılamamış kronik inflamatuar bir 
hastalıktır. Hastalığın günümüzde halen kesin bir tedavisi olmayıp kullanılan mevcut 
ilaçlar hastalığın gidişatını yavaşlatmak için kullanılmaktadır. 
 
         Ankilozan spondilitte nötrofil fonksiyonlarının arttığı bildirilmiştir. Nötrofil 
fonksiyonlarını etkileyen en önemli faktörlerden biri hücre içi serbest Ca+2’un 
düzeyidir. Kalsiyum iyonu nötrofillerde kemotaksis, adezyon, araşidonik asit 
ürünlerinin yapımı ve serbest oksijen radikalleri üretimini etkilediği için nötrofillerde 
meydana gelen hücre içi Ca+2 düzey değişiklikleri nötrofil fonksiyonlarını doğrudan 
etkilemektedir. 
 
         Biz bu çalışmada anti-TNF ilaçlardan olan infliximabın ankilozan spondilitli 
hastaların polimorf nükleer lökositleri (PMNL) üzerine olan etkisini kalsiyum 
sinyalleri üzerinden bakmayı ve hem oksidatif stres hem de apopitozis üzerine olan 
etkilerini in vitro ortamda araştırmayı amaçladık. 
 
         Bu amaçla AS’li hastaların in vitro ortamda nötrofilleri ayrıştırılarak infliximab 
ile inkübe edildi. Sonrasında hem inkubasyon öncesinde hem de inkubasyondan 
sonra nötrofillerin sitozole Ca+2 iyon salınışı hesaplanarak infliximabın bu kanallara 
olan etkisi araştırıldı. Nötrofillerde infliximabla ortaya çıkabilecek oksidatif stres 
durumunu incelemek için Glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Lipid 
peroksidaz (LPO) düzeyleri; apopitoz için ise kaspas-3 ve kaspaz-9 düzeyleri 
ölçüldü. Hasta grubunda sitozole Ca+2 salınışının arttığı  ve infliximabın hücre içi 
Ca+2 düzeylerini azalttığı saptandı. Ayrıca infliximabın nötrofillerdeki apopitozu 
inhibe ettiği ve oksidatif stres üzerine olumlu etkisinin olduğu gözlemlendi. 
 
         Bu çalışmanın sonuçları AS hastalığında nötrofillerde intrasitoplazmik Ca+2 
akışının ve oksidatif stresin önemini göstermektedir. 
        
Anahtar Kelimeler: Ankilozan Spondilit, İnfliximab, Kalsiyum Sinyali, Oksidatif 
Stres 
 

 

 



 46

SUMMARY 

 

         “Effects of Infliximab, a TNF-α inhibitor, on Intracellular Calcium 
Signaling, Oxidative Stress Parameters and Apoptosis levels in neutrophils of 
patients with Ankylosing Spondylitis” 
 
          Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic inflammatory disease which is 
characterized with inflammation of the spinal joints. The etiology of AS is not very 
well known. There is no definitive treatment of AS till today, the aim of the most 
common used drugs is to slow down the course of the disease. 

         Increased  neutrophilic activation has been reported in AS patients. Ca2+ is a 
universal cation which plays an important role for many types of cell function. One 
of the most important factor which affects neutrophil functions is the level 
(concentration) of intracellular free calcium ions ([Ca2+]I). Ca2+ may affect 
chemotaxis, adhesion, formation of arachidonic acid pathways products and free 
oxygen radicals. The changes in [Ca2+]I levels affect  on neutrophil functions directly. 

         The main objective of the current study is to investigate the possible protective 
effects of Infliximab, one of the antiTNF-drug, on neutrophils of patients with 
Ankylosing spondylitis via [Ca2+]I signaling, oxidative stress parameters and 
apoptosis levels, in vitro.  

         Neutrophils were freshly isolated from the AS patients and incubated with 100 
µM Infliximab during one hour. [Ca2+]I  release were measured both with before  and 
after incubation of neutrophils with Infliximab. Glutathione (GSH),Glutathione 
peroxidase (GSH-Px) and Lipid Peroxidation (LPO) levels were also evaluated to 
determine the oxidative stress status and Caspase-3 and -9 levels were evaluated for 
apoptosis levels. 

        We found that [Ca2+]I release increased in patient group and infliximab caused a 
dramatic  decrease on [Ca2+]I release. We also observed that infliximab inhibited the 
apoptosis of neutrophils and mediates a positive effect on the oxidative stress. 

        The results  indicate the impact of the [Ca2+]I signaling and oxidative stress in 
neutrophils of patients with AS. 

Key Words: Ankylosing Spondylitis, İnfliximab, Calcium Signaling, Oxidative 
Stress 
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EK 1. BASDAI; (BATH ANKİLOZAN SPONDİLİT HASTALIK AKTİVİTE 

İNDEKSİ) 

 

Geçen hafta ile ilgili aşağıdaki soruları her çizgiye işaret koyarak yanıtlayımz. 

 

1. Geçen hafta içinde hissettiğiniz yorgunluğun derecesini tanımlarmısınız ? 

Hiç (0)                                                                                           (100) Çok yoğun 

2. Geçen hafta içinde hissettiğiniz boyun, bel veya kalça ağrısının şiddetini         

tanımlarmısınız ? 

Hiç (0)                                                                                            (100) Çok yoğun 

3. Boyun, bel, kalça dışındaki eklemlerinizdeki ağrı / şişliğin şiddetini 

tanımlarmısınız ? 

Hiç (0)                                                                                            (100) Çok yoğun 

4. Basınçla yada dokunmayla hassas olan bölgelerinizde hissettiğiniz rahatsızlığın 

şiddetini tanımlarmısınız ? 

Hiç (0)                                                                                             (100) Çok yoğun 

5. Yataktan kalkarken hissettiğiniz sabah sertliğinin şiddetini tanımlarmısınız ? 

Hiç (0)                                                                                             (l00) Çok yoğun 

6. Uyandığınızdan itibaren sabah sertliğiniz ne kadar sürüyor ? 

0 saat                                                                                               2 saat ve üzeri 

                                 1/2                1                  1.5 

 

TOPLAM SKOR: Bütün soruların skorları bir cetvel yardımıyla ölçülür. 5. ve 6. 

soruların ortalama değeri, ilk dört sorunun skorları toplamına eklenir. Toplam değer, 

5’e bölünür. Bu elde edilen skor BASDAI skorudur.  
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EK 2. BASFI; (BATH ANKİLOZAN SPONDİLİT FONKSİYONEL İNDEKSİ) 

         Hastalar 10 aktivitenin herbiri için, kendi seviyelerini, geçen haftayı göz önüne 

alarak 10 cm'Iik Vizüel Analog Skalada (VAS) işaretlemelidirler. 

 

1. Yardımsız çorap ya da pantolon giymeniz 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

2.Yardımsız yerden kalem almak için öne eğilmeniz 

Kolay(0)                                                                                      (100) İmkansız 

3.Yardımsız veya herhangibir yere tutunmadan oturduğunuz koltuktan kalkmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

4.Yerde sırt üstü yatarken yardımsız kalkmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

5. Rahatsızlık hissetmeden 10 dakika boyunca ayakta durmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

6. Tutamakları tutmadan veya herhangibir yardım almadan 12-15 basamak çıkmanız 

(her adımda bir basamak çıkacak şekilde) 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

7. Evde veya iş yerinde tüm günlük aktiviteleri yapmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

8. Yardımsız yüksek bir rafa uzanmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

9.Vücudunuzu döndürmeden omuzunuzun üzerinden yana bakabilmeniz 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

10.Fizyoterapi egzersizleri, bahçe işi ve spor gibi fiziksel aktiviteleri yapmanız 

Kolay (0)                                                                                     (100) İmkansız 

 

TOPLAM SKOR: Bütün soruların skorları bir cetvel yardımıyla ölçülür ve toplanır. 

Toplam değer 10’a bölünür. Elde edilen skor BASFI skorudur. 


