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GIRIS ve AMAC

Ankilozan spondilit (AS) genellikle 20-40 yas arasi erkeklerde kadinlara gore
3 kat daha fazla goriilen inflamatuar romatizmal bir hastaliktir. Hastaligin seyrine
baktigimizda hastalar bedensel olarak etkilenmekte ve yasamlarinin en verimli
devrelerinde is giicii kaybina ugramaktadirlar. Hastaligin giiniimiizde halen kesin bir
tedavisi olmayip kullanilan mevcut ilaglar hastaligin gidisatin1 yavaslatmak ig¢in
kullanilmaktadir.

Hastaligin patogenezi aydinlatildikca kullanilan tedavilerde o yoOnde
ilerlemektedir. Ankilozan spondilitli hastalarda hem aksiyel iskelette hemde periferik
eklemlerde Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) molekiilii yiiksek oranda saptanmis ve
bunun 1s1ginda anti-TNF ilaclar kullanima girmistir. Anti-TNF ilaglardan olan
infliximabin AS’li hastalarda inflamasyonun yap1 taslarindan olan ve indiikledigi
sitokinlerle inflamasyonu daha da artiran notrofiller iizerine etkisi net olarak
aydinlatilamamustir.  Yapilan c¢alismalarda TNF molekiiliinlin hem apopitozu
indiikleyerek antiinflamatuar etkisinin oldugu hemde apopitozu inhibe ederek
inflamasyonu tetikledigi bildirilmistir.

Ankilozan spondilit hastalarinda o6zellikle hastaligin aktif donemlerinde
notrofillerin aktivasyonun arttigi diisiiniilmektedir. Ayrica bir¢ok malignitede ve
romatolojik hastalikta oldugu gibi hastaligin aktivasyonunda serbest oksijen
radikallerinin rolii oldugu diisliniilmektedir. Notrofiller yangisal olaylarda ilk
savunma bariyerini olustururlar. PMNL’ler bakteriler tarafindan salgilanan N-
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) ile uyarilmakta ve hiicre ici Ca™
iyonu diizeyi artmakta ve bu artis serbest radikallerin iiretimini indiiklemektedir. Bu
radikaller; fagozom icerisine alinan bakterileri Oldiirerek zararsiz sekillere
donistiirmektedir. Ayrica, serbest radikallerin arttigi durumlarda, DNA tahribi ve
PMNL ADP-riboz (ADPR) diizeyleri de artmaktadir. PMNL’lerde ADPR diizeyi
artisinin kalsiyum kanallarinin (6zellikle transient reseptor potansiyel protein ailesi —
TRP) aktivasyonunu geri bildirim mekanizmasi ile uyararak arttirdig1 ve artan ADPR
diizeyi ile notrofillerin daha da uyarildig: ileri siiriilmektedir. Boylece notrofiller

serbest radikal tiretimi ve konak doku ve hiicrelerinde tahribata devam etmektedir.



TNF alfa antagonistlerinin in vivo apopitozu indiikleyip indiikklemiyecegi
sorusuna yanit bulmak icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu ilaglarla tedavi edilen
psoriasis, romatoid artrit (RA) ve Crohn hastalarinda (CH) biyopsi materyalleri ve
periferik kandaki apopitotik hiicrelerin siklig1 dl¢tilerek incelenmistir. Ancak yapilan
calismalarda anti-TNF ilaglarin apopitozis iizerine olan etkileri incelendiginde
apopitozu indiikleyip indiiklemedigi net olarak ortaya konulmamustir. Ayrica AS’ li
hastalarin nétrofillerinde anti-TNF ilaglar ile apopitozis ve oksidatif stres hig
calisilmamigtir. Bizde bu aciktan yola ¢ikarak AS’li hastalarin nétrofillerinin
aktivasyonunda Ca+2 sinyalinin rolii ve bu rol {lizerine TNF antagonisti ilaglardan
infliximabin etkisini, ayrica bu nétrofillerde infliximabla ortaya ¢ikabilecek oksidatif
stres ve apopitozun durumunu incelemeyi amacladik. Bu amagla AS’li hastalarin in
vitro ortamda nétrofilleri ayristirilarak infliximab ile inkiibe edildi. Sonrasinda hem
inkubasyon oncesinde hem de inkubasyondan sonra nétrofillerin sitozole Ca+2 iyon
salinig1 hesaplanarak infliximabin bu kanallara olan etkisi aragtirildi. Notrofillerde
infliximabla ortaya ¢ikabilecek oksidatif stres durumunu incelemek i¢cin Glutatyon
(GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Lipid peroksidaz (LPO) diizeyleri; apopitoz

icin ise kaspas-3 ve kaspaz-9 diizeylerine bakildu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ankilozan Spondilit

2.1.1. Tanim

Ankilozan spondilit, vertebranin progresif ve asendan kemik fiizyonuna yol
acabilen, spinal eklemlerin inflamasyonu ile karakterize, periferik eklemlerin daha az
siklikla etkilendigi, etyolojisi tam olarak aydinlatilamamis kronik inflamatuar bir
hastaliktir. AS sadece eklemde degil ayn1 zamanda gbéz ve kalp gibi eklem dis1
organlarda da tutulumlara yol acabilmektedir.

Ankilozan spondilit gegmisten giinlimiize klinik, genetik, epidemiyolojik ve
radyolojik olarak benzerlik gosteren, seronegatif spondiloartropatiler olarak
siniflandirilan hastaliklarin prototipidir (Tablo 1) (1).

Tablo 1. Seronegatif Spondiloartropatiler

*Ankilozan spondilit

*Psoriatik artrit

sInflamatuar barsak hastaligiyla iliskili artrit
*Reaktif artrit

*Farklilagmamis spondiloartrit

*Juvenil kronik artrit ve juvenil baglangi¢li ankilozan spondilit

Bu hastaliklarin klinik ve laboratuar olarak bir takim ortak 6zellikleri de Tablo 2’de

gosterilmistir.
2.1.2. Tarihge

“Ankylosing Spondylitis” terimi flizyon veya yapisikliklar anlamina gelen
Yunanca “ankylos” (egilmis) ve “spondylos” (omur) sozciiklerinden tiiremistir. AS
ilk kez 1691°de Bernard Connor isimli Irlandali tarafindan Fransiz mezarligindan
cikartilan ankiloze bir iskelette tanimlanmistir (1-2). Brodie ara sira goz

inflamasyonu ve ankiloze omurgasi olan 31 yasinda bir erkek hastay1 ilk olarak



1841°de tanimlamistir. Bunu 1893 yilinda Von Bechterev’in, 1897 yilinda
Struempell’in, 1898 yilinda da Marie’nin olgular1 izlemistir (3). Yillar sonra omurga
radyografisi tekniklerinin gelistirilmesi sonucunda 1930’larda Krebs, Scott ve
Forestier tarafindan sakroiliit, kisa bir siire sonra da tipik sindesmofitler
tanimlanmistir (1,2). Buckley 60 olgu sunumu ile AS hastaligimi ilk olarak 1931
yilinda derlemistir. 1961°de Roma, 1966°da New York AS tam kriterleri
gelistirilmistir (2).

Tablo 2. Spondiloartropati grubu hastaliklarin ortak 6zellikleri

* Romatoid faktoriin negatif olmasi * Asimetrik oligoartrit

* Aksiyel tutulum * Genel olarak geng yasta baglamasi
* Aortit gelisme olasilig1 * Entezit ve entezopati

* HLA-B27 pozitifligi * Aile dykiisliniin olmas1

* Tekrarlayan iiveit ataklar1
* Deri, mukoza, iirogenital sistem, goz ve bagirsak gibi eklem dis1 sistemlerin

tutulmasi

2.1.3. Epidemiyoloji

Semptomlar siklikla ge¢ addlesan veya erken erigkinlik doneminde baslar.
Genellikle 26 yas civarinda kendini gosteren AS, geng¢ insanlari etkileyen bir
hastaliktir. 45 yasindan sonra ortaya ¢ikma ihtimali % 5 dir. Erkekler kadinlara gore
2-3 kat daha fazla etkilenmektedir (4).

Avrupa ve Amerika verilerinde prevalans ortalama % 0,1-0,2 olarak
bildirilmistir (5). Tiirkiye’de askerler arasinda yapilan bir arastirmada ise prevalans
% 0,14 olarak bulunmustur (2). Izmir’in Balgova ve Narlidere ilgelerinden secilen 20
yas ve lizeri 2835 kiside yapilan epidemiyolojik bir ¢aligmada ise AS prevalanst %
0.49 olarak bildirilmistir (6).

Spesifik bir populasyonda AS ve diger SpA’lerin insidans ve prevalansi ile
HLA-B27 prevalansi arasinda giiclii bir iliski ve dogrusal olmayan bir korelasyon
vardir (7). Cesitli iilkelerden bildirilen ¢alismalarda AS insidansi her 100.000 de
yillik 0,5 ile 14 arasinda degismektedir (8). Bu farkliliklara hedef populasyonun

secimi, bel agrist ve taninin dogrulanmasi icin seg¢ilen radyolojik yontem, etnik



zemine bagl olarak populasyonlar arasinda farklilik gosteren HLA-B27 prevalansi
ve alt tiplerinin dagilim1 sebep olmaktadir.

Hastalik kadinlar ve erkekler arasinda farkli klinikle seyredebilmektedir.
Periferik eklem tutulumu, ge¢ yasta ortaya c¢ikmasi ve servikal bolgeden baslangic
gibi atipik durumlar kadinlarda daha fazla goriilirken, bambu kamis1 goriiniimiinii de
iceren tipik deformiteler erkeklerde daha fazla goriilmektedir (9). Hastaligin erken

yasta baglamasi ve erkek olmak kotii prognoz kriterleri arasinda yer almaktadir (10).

2.1.4. Etyoloji

Hastaligin etyolojisi halen kesin olarak aydinlatilamamistir. Fakat patogenezde
genetik ve gevresel faktorlerin onemli rol oynadig: bilinmektedir. AS’de ailesel risk
s6z konusu olup bu risk major doku uyum antijenlerinden HLA geni, 6zellikle de
HLA-B27 alt guruplan ile iliskili olarak saptanmustir (11). Hastaligin HLA-B27
antijeni ile olan iliskisi, genetik yatkinlig1 olan kisilerde tetikleyici ¢evresel faktorlere
karst immiin yanitlar sonucu gelistigini diisiindiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada tek
yumurta ikizlerinde AS konkordans1 %75, HLA-B27 pozitif ¢ift yumurta ikizlerinde
ise bu oran % 27 olarak tespit edilmistir (12). Bu bulgular hastaligin olusumunda
genetik faktorlerin ¢evresel faktorlerden daha 6nde geldigini gostermektedir.

Ankilozan spondilit ile HLA-B27 geni arasindaki iliskinin kesfinden sonra
AS’in epidemiyolojisiyle ilgili pek ¢ok arastirma giindeme gelmistir. Diinya
genelinde oOzellikle beyaz irkta HLA-B27 pozitifligi AS’li hastalarda % 80-98
oraninda saptanirken normal populasyonda bu oran sadece % 4-8 oraninda
saptanmistir (13). Diger spondiloartropati grubu hastaliklarda da ¢esitli oranlarda
pozitiflikler bildirilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Spondiloartropati grubu hastaliklarda HLA-B27 pozitiflik oranlari

Hastalik Oran (%)
Ankilozan spondilit %80-98

Psoriatik artrit %60-70
Reaktif artrit %60-80

Enteropatik artrit %350-70

Junevil spondiloartrit >%90

Farklilasmamis spondiloartrit %90




HLA-B27 gen kodu, 6. kromozomun (6p) kisa kolu {izerindeki DNA’nin 3.6
megabazlik bir zincirinde yerlesen multipl genlerden olusan MHC (major
histokompatibilite kompleksi) smif I bolgesinde yer almaktadir. MHC, immun
fonksiyondan sorumlu yaklasik 220°nin iizerinde gen i¢cermektedir (14).

HLA-B27 tek bir allel degildir. Kendisi niikleotid dizi homolojisi yoluyla
birbirleriyle iligkili en yaygin alt tip olan B2705’den tiireyen HLA-B*2701°den
B*2728’e kadar isimlendirilen en az 31 farkli allel igermektedir (15).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada 38 HLA-B27 pozitif AS hastas1 ile 47 HLA-
B27 pozitif saglikli kontrolii grubu karsilastirilmig ve hasta grubunda baskin olan
HLA alt tipinin HLA-B2705 oldugu saptanmistir. Tirk populasyonu ile diger
populasyonlar karsilastirildiginda HLA-B27 alt tip dagiliminin Beyaz-Avrupa ile
benzer oldugu bulunmustur. Calismaya az hasta dahil edilmesi bu sonuglarin dikkatli
yorumlanmasini gerektirmektedir (16). AS’nin etyolojisinde bakterilerin spesifik bir

rol oynadig1 gosterilemese de bir¢ok organizma suclanmistir. (17,18).
2.1.5. Patogenez

Daha ¢ok sakroiliak eklemi ve aksiyel iskeleti etkileyen AS’in patogenezi tam
olarak bilinmemektedir. HLA-B27 basta olmak iizere genetik faktorlerin cesitli
cevresel faktorlerle etkilesmesi sonucu inflamasyon tetiklenmekte ve bunun da
patogenezde esas rol oynadigi diisiiniilmektedir (19).

Ankilozan spondilitte goriilen inflamasyonun histopatolojik bulgular1 AS’e
0zgli olmayip diger inflamatuar eklem hastaliklarinda goriilen histopatolojik
bulgularla benzerlik gostermektedir. Hastalik baslica sinovyal zarlarda, eklem ile
intervertebral disklere komsu kemik yapilarda ve entezis bolgelerinde inflamasyonla
karakterizedir. Entezis; tendon, ligaman, kapsiil veya fasyanin kemige tutundugu
bolge anlamima gelmektedir. Kaslarin epifize yapistig1 fibrokikirdak yapisindaki
entezisler (asil tendonu gb) AS’de daha sik tutulmaktadir (20).

Inflamasyonlu  dokunun histopatolojik incelemesinde T hiicreleri ve
makrofajlarin baskin oldugu ve proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a. ekspresyonun
artt1g1 gozlenmistir. Dokularda CD4+ hiicreler daha baskin olmak tizere T hiicreler
ve CD68+ makrofajlarin yaptig1 infiltrasyon sonucunda fibroblast proliferasyonu ve
neovaskiilarizasyon meydana gelmekte ve inflamasyon bdlgesinde artmis TNF-o

ekspresyonu goriilmektedir (21,22).



Patogenezinde genetik etmenlerin en fazla rol oynadi§i romatizmal
hastaliklardan biri olan AS’in etiyopatogenezinde en 6nemli rolii olan kuskusuz
HLA-B27 genomudur. Bu genin hastaligin gelismesindeki etkisinin altinda yatan
gercek mekanizma hala tam olarak belirlenememistir. Bununla birlikte AS’in
patogenezinde HLA-B27’nin roliiniin oldugunu ileri siiren bir takim teoriler
giindeme gelmistir.

1- Artritojenik peptid hipotezi: Bu hipotez eklem ya da entezis kaynakli
artritojenik peptidlerin B27 tarafindan CD8+ T hiicrelerine sunulmasi sonucu
konagin kendi dokularina yonelmesini tanimlar (23). Bakteri kdkenli peptidlerle
capraz reaksiyonun olustugu siliregte muhtemelen eklem / entezal kikirdaktan kdken
alan artritojenik 6zgiin-peptidlerin HLA-B27 tarafindan sunumundan sonra bazi
bakterilere karsi T hiicre aracili savunmada sitotoksik T hiicresi otoreaktivitesinin
indiiklendigi ileri stiriilmektedir (24).

2- HLA-B27 homodimer formasyonu: Konvansiyonel olmayan HLA-B27
homodimerlerinin hiicre yilizeyindeki varligi da patojenik immiin yanitlar i¢in olasi
bir tetikleyici olarak diistintilmiistiir (25). HLA-B27°nin agir zincirleri, invitro olarak
ekstraselliiler alfa-1 domainlerinde sistein-67 rezidiilerinden baglanan distilfid
bagimli homodimerler olusturabilirler (26-27). Bu durum, B27’nin endoplazmik
retikulumda uygunsuz kivrilmasinin neticesi olarak olusur ve uygunsuz kivrilan
protein birikimi proinflamatuar intraselliiler stres cevabiyla sonuglanabilir (24).

3- p2- mikroglobulin (f2m) birikimi hipotezi: Bu hipotezde AS’in bir 2m
birikim hastaligi oldugu, B27 alt tiplerinin hiicre membraninda ekspresyonlari
yapilan peptid kompleksleri B27 molekiillerinden f2m ayrilma oranlari agisindan
farklilik gosterdigini 6ne siirmiistiir (28-30).

4- Protein katlanma kusurlari: HLA molekiiliiniin sentezlenmesi sonrasinda
katlanarak ii¢ boyutlu yapisinin olugsmasi, endoplazmik retikulum igerisinde sunacagi
peptid ve B2m ile baglandiktan sonra tamamlanmaktadir. HLA-B27 diger HLA sinif
I allelleri arasinda yavas katlanan bir protein olarak bilinmektedir. HLA-B27
ekspresyon miktarindaki artisin  hastalik patogenezi ile iligkili oldugu
distiniilmektedir. (32-35).

Hastaligin en erken ve tipik bulgular sakroiliak eklem (SIE)’de, bu ekleminde
iliak tarafinda ortaya ¢ikmaktadir. Subkondral kemikte diizensizligi takiben yiizeyel
erozyon ve fokal skleroz gelisir. Erozyonun ilerlemesiyle eklem araliginda yalanci
geniglemeler goriiliir. Zaman icerisinde fibrozis, kalsifikasyon, interosseoz

kopriilesme, ossifikasyon ve son olarak ankiloz gelisir (36,37).



Entezis dedigimiz inflamasyon boélgelerindeki iyilesmeyi yeni kemik
olusumlar1 izler (38). Diskle omur cismi arasindaki end-platoda ise kronik
inflamatuar hiicrelerin yer aldigi granulasyon dokusu ve yeni kemik olustugu
gbzlenir (2,38,39).

Ankilozan spondilitte vertebral govdelerin karelesmesini aciklayan kemik
remodelingi, histolojik olarak, vertebral gdvdelerin korteks ile spongioz yapilarinda
yikim ve es zamanli yeniden yapimla giden, akut ve kronik spondilit temeline

dayanir. Kare vertebral govdelerin olusmasi yikici osteit ve tamirin birlesimidir (40).

2.1.6. Klinik Bulgular

2.1.6.1 Kas iskelet Sistemi Tutulumu

Hastaligin en karakteristik bulgusu tiim bel agrilarinin yaklasik % 15°ni
olusturan inflamatuar karakterdeki bel agrisidir. Genellikle gluteal bolgede yer
degistiren karakterde, 3 aydan uzun siireli, gecenin ilerleyen zamanlarinda ve sabah
erken saatlerde doruk yapan, en az 30 dakika sabah tutuklugu ile iliskili olan,
egzersiz ile azalan, istirahatle artan ve non-steroid anti-inflamatuar ilag (NSAII)
kullanimina iyi yanit veren kiint bir agridir. Baslangigta genelde tek tarafli ve aralikli
olurken, birka¢ ay igerisinde devamli ve iki tarafli hissedilebilir. Agr1 baslangicta
derin gluteal bolgede hissedilse de ¢ogu zaman lokalizasyonu zor olabilir (41).

Entezitis AS’ye 0zgili bir bulgu olup, ligamentlerin ve tendonlarin insersiyo
bolgelerindeki veya eklem kapsiillerinin kemige yapisma yerlerindeki inflamasyon
ile karekterizedir. Entezit ayn1 zamanda bircok omurga dis1 bolgeleri de etkiler (42).
Kostosternal bileskelerde, tarsal kemiklerde, iliak kristada, trokanter majorlarda,
tibial tiiberkiillerde, topukta, iskial tliberositaslarda, asil tendonu veya plantar fasiada
hassasiyete yol acabilmektedir (43). Torakal omurga ile birlikte, kostosternal ve
manubriosternal eklemlerde entesopati olusmasi ile birlikte, hastalarda Sksiirme ve
hapsirma ile artan, bazen “ploritik™ olarak karakterize edilen gogiis agris1 gelisebilir
(44). Son donemlere dogru, eklemlerdeki ankiloz ve/veya ligamanlardaki
kalsifikasyon sonucu tiim omurga hareketleri kisitlanir, lomber lordoz azalir, dorsal
kifoz artar, gogiis 6n duvar diizlesir, karin 6ne dogru ¢ikar, karin solunumu baslar.

Ankilozan spondilitte en sik tutulan omurga dis1 eklemler kusak veya “kok”
eklemlerdir (kalcalar ve omuzlar gibi) ve bu bolgelerde agri hastalarin %15’e varan

boliimiinde baslangi¢c belirtisi olabilir (13). Kalgalardaki destriiktif degisiklikler



yavas ilerleyicidir, genellikle unilateraldir ve ankiloz gelismeden 6nce femur basinin
belirgin deformitesi ile iliskilidir.

Ankilozan spondilitte kalga ve omuzlarin disindaki eklemlerde periferal artrit
goriilmesi nadirdir fakat oldugunda da genellikle 6zellikle alt ekstremiteleri tutan
asimetrik oligoartrit seklindedir ve Ozellikle de dizleri etkiler. Diz eklemi aralikli
gelisen eflizyon seklinde tutulabilir. AS’de temporomandibuler eklem tutulumu

goriilebilir ve daha ciddi hastaligi gosteren degiskenlerle iligkilidir (45).
2.1.6.2. iskelet Sistemi Dig1 Bulgular

Ankilozan spondilitli bir¢ok hastada subfebril ates, halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik ve azalmig yasam kalitesini iceren genel konstitiisyonel semptomlar
goriilebilir (42). Bunun yani sira hastalik bir¢ok farkli organ ve sistemi etkileyebilen
bir 6zellige sahiptir.

Ankilozan spondilitin en sik goriilen iskelet dis1 bulgusu akut anterior iiveit
olup hastalarin yaklasik %25-40’1nda gozlenir (46). HLA-B27 pozitiflerde ve erkek
cinsiyette goriilme orani daha yiiksektir (13). Hastalarda ¢ogunlukla ani baslayan bir
okiiler agri, fotofobi, kizariklik, lakrimasyon ve gorme bulanikligi vardir. Tipik
olarak ani baslangicli ve unilateraldir.

Saglikli bireylerle karsilastirildiginda AS’li hastalarda iletim bozukluklarinin,
kalp kapak hastaliklarinin ve kardiyomiyopatilerin daha sik oldugu tespit edilmistir
(47-49). HLA B27 6nemli bir genetik risk faktoriidiir.

Ankilozan spondilitte pulmoner tutulum goriilebilir. Genellikle nadirdir ve
hastaligin ge¢ bir bulgusudur. En c¢ok goriilen tutulum sekli iist lob fibrozisi,
micetoma olusumu (aspergilloma) ve plevral kalinlasmadir. Kostovertebral eklem
tutulumu nedeniyle gogiis ekspansiyonu azalsa bile artmis diyafragmatik solunum
nedeniyle hastalarin ventilasyon sorunu olmaz (2,50).

Ozellikle hastaligm ge¢ dénemlerinde spinal tutulumun ilerlemesiyle nadir
olmakla birlikte baz1 ndrolojik komplikasyonlar da ortaya cikabilir. Siddetli ankilozu
olan ve uzun yillardir hastalifi devam eden hastalarda Kauda Equina Sendromu
goriilebilir (51).

Ankilozan spondilitli hastalarda renal komplikasyonlar nadirdir. Hastalarda IgA
nefropatisi, mikroskopik hematiiri ve proteiniiri, amiloidoz (nadir), analjezik

nefropatisi, glomeriilonefrit ve renal yetmezlik goriilebilir (52).
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2.1.7. Tam Kriterleri

Ankilozan spondilitin tanist diger bir ¢ok romatizmal hastalikta oldugu gibi
klinik, laboratuar ve goriintiileme yontemlerine dayanilarak konulur. Hastalik, bagka
bir iligkili hastalik yoksa “birincil” veya “idiyopatik”, psoriyazis veya kronik
inflamatuvar bagirsak hastaligi ile iligkili ise ikincildir. Gilinliik pratikte olast AS

tanis1 radyolojik olarak sakroiliit varligryla desteklenmektedir.

Tablo 4. Roma tani kriterleri (1961)

Klinik kriterler

1. Dinlenme ile azalmayan 3 aydan uzun siireli bel agris1 ve tutuklugu

2. Torakal bolgede agr1 ve tutukluk

3. Lomber omurgada hareket kisitlilig

4. Gogiis ekspansiyonunda kisitlanma

5. Iritis veya sekellerine ait dykii veya bulgu
Radyolojik kriterler

6. AS’e 6zgii bilateral sakroiliak degisiklikleri gdsteren rontgenoram
Kesin tani:

1. En az bir klinik kriter ile birlikte bilateral 3 ya da 4. derece sakroiliit
2. En az dort klinik kriter

AS ig¢in ilk olarak 1961 yilinda Roma tani kriterleri (Tablo 4) ve takiben 1966
yilinda New York tani kriterleri (Tablo 5) gelistirilmis olup, daha sonrasinda bu tani
kriterlerinin segiciligini ve duyarliligini artirmak i¢in ¢esitli revizyonlar yapilmustir.
Ik revizyon 1984 yilinda giiniimiizde halen yaygin olarak kullamlmakta olan
Modifiye New York tani kriterleri (Tablo 6) gelistirilmistir (53).

Son olarak ASAS (Assessment of SpondyloArthritis International Society) bir
dizi tartigma ve degerlendirme sonucunda aksiyal spondiloartrit tani kriterleri
olusturmak amaciyla uluslararast bir calisma baslatmistir. On alt1 iilke ve 25
merkezden toplamda 649 hasta calismaya alinmustir. Ik etapta 71 hasta formu 20
uzman tarafindan degerlendirilmis, aday kriterler olusturulmus ve daha sonra rafine
edilen bu kriterler uluslararasi ¢alismanin verilerinde smnanmig ve en son olarak
ASAS tarafindan onaylanan kriterler ASAS aksiyal spondiloartrit siniflama kriterleri
olarak yayinlanmstir (54,55) (Tablo 7).
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Tablo 5. New York tani kriterleri (1966)

Klinik Kriterler
1. Lomber omurgada her {i¢ diizlemde hareket kisitlilig1: 6ne fleksiyon,

yana fleksiyon ve ekstansiyon

2. Dorsolomber bileskede ya da lomber omurgada agr1

3. Dordiincti interkostal aralik diizeyinde 6lgiilen gogiis ekspansiyonunun
2,5 cm ya da daha az olacak bi¢cimde kisitlanmasi

Radvografik derecelendirme

Normal, 0; siipheli, 1; minimal sakroiliit, 2; orta siddette sakroiliit, 3;
ankiloz, 4

Kesin tani

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’{in her ikisi birlikte unilateral

3 ya da 4. derece sakroiliit veya bilateral 2. derece sakroiliit

Olas: tam

1. Klinik kriter olmadan bilateral 3. veya 4. derece sakroiliit

ASAS aksiyal spondiloartrit kriterlerinin duyarliligi %82,9, o6zglnliigii ise
%84,4 olarak saptanmustir. Bu kriterler oldukg¢a basit ve uygulama kolayligi olan
kriterlerdir ve gilinliik klinik pratikte taramaya yonelik kolayca akilda tutulabilir bir
sekilde onerilmistir (56).

Tablo 6. Modifiye New York kriterleri (1984)

Klinik kriterler

1. En az 3 aydir var olan, egzersizle diizelip istirahatle diizelmeyen bel agrisi

2. Lomber omurganin sagital ve frontal diizlemlerde hareket kisitlilig1

3. Gogiis ekspansiyonunun yas ve cinse gore normal degerlerin altinda olmasi
Radyolojik kriterler

4. 2-4. derece bilateral sakroiliit

5. 3-4. derece unilateral sakroiliit

Kesin tami: 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 siniflama kriterleri (2009)

Sakroiliitin goriintiilenmesi HLA-B27 pozitifligi

>1 Spondiloa:t_ropati Bulgusu >2 Spondiloaertropati Bulgusu
Spondiloartropati Bulgulari Sakroiliitin gortintilenmesi
» Inflamatuar bel agrisi *= Manyetik rezonans (MR)’da
= Artrit aktif (akut) inflamasyon SpA ile
= Entezit ( topuk ) iligkili sakroiliit i¢in oldukga fazla
= Uveit fikir vericidir.
= Daktilit * Modifiye New York kriterlerine
= Psoriasis gore kesin radyografik sakroiliit
= Crohn hast / Ulseratif kolit
= Steroid olmayan anti-

inflamatuar ilaglara iyi yanit
= Pozitif aile dykiisii

= HLA-B27 pozitifligi

= CRP yiiksekligi

2.1.8. Laboratuvar Bulgular:

Ankilozan spondilitli hastalarda eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve C-reaktif
protein (CRP) inflamasyon gostergecleri olarak kullanilmakla beraber hastaligin
aktivitesini degerlendirmekte sinirli degere sahiptir (57,58). Dolayisiyla ESH’ nin
normal olmasi hastaligin aktif olmadigi anlamina gelmez. Serum CRP diizeyleri
hastalik aktivitesi i¢cin daha 1yi bir gostergedir. ESH ve CRP aksiyel tutulumdan ¢ok
periferik artropati ile iligkilidir (59).

Romatoid faktér (RF) ve antiniikleer antikor (ANA) negatiftir. Serum
kompleman diizeyleri normal veya yiikselmis olabilir. Serum IgA diizeyleri hafif-
orta derecede artmig bulunur ve genellikle akut faz reaktanlar1 ile korelasyon

gdsterir. Inflamasyon derecesi ile iliskili olarak trombosit sayisinda hafif artis, hafif
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normokrom normositer anemi goriilebilir. Periferik eklem tutulumunda sinovyal sivi
analizleri diger inflamatuvar artropatilerden farklilik gostermez (2).

HLA-B27 AS tanisinda kullanilabilse de bel agrili hastalarda AS igin
dogrulayici veya tarama testi olarak kullamlmamalidir. Ozellikle anamnez ve fizik
muayene bulgular1 AS ile uyumlu ancak yeterli radyolojik bulgusu olmayan
hastalarda HLA-B27 tan1 koymada yardimci olabilir (59).

2.1.9. Radyolojik Bulgular
2.1.9.1. Direkt Radyografi

Goriintiileme  yontemlerindeki — gelismelere ragmen AS’in  tam1  ve
siniflamasinda direkt radyografiler halen yerini korumaktadir. Sakroiliit tanisi igin
oncelikle on-arka pelvis grafisi istenir, ancak pelvisin normalde var olan 6ne egimi
SIE'in tam olarak goriintiilenmesini engelleyebilecegi icin her zaman yeterli
olmayabilir. Bu nedenle siipheli durumlarda pelvisin frontal diizlemle 30 derecelik
ac1 ile SIE’lerin oblik grafileri degerlendirilebilir (2).

Direkt radyografiler esas olarak erozyon, skleroz, sindesmofit ve ankiloz gibi
ge¢ donemde ortaya c¢ikan yapisal kemik degisiklikleri gosterir. Erken AS
olgularinda duyarlilig1 diistiktiir ve tan1 gézden kagabilir (60-62). Yapilan calismalar
erken sakroiliitin tespitinde BT ve MRG’nin direkt radyografiden daha duyarh
oldugunu gostermistir (63).

Hastaligin en sik baslangi¢ yeri SIE’ler olup bu yiizden en erken radyolojik
degisiklikler buradan gelisir. Baslangicta unilateral ve asimetrik bir tutulum
olabilirse de ilerleyen dénemlerde bilateral ve simetrik sakroiliit goriilmektedir. 1k
radyolojik bulgu eklem ylizeylerinde keskinlik kayb1 ve bulaniklagsmadir. Daha sonra
eklem yiizeylerinde erozyonlar ve subkondral skleroz artis1 gériilmeye baslar. Iliak
ylizeyde eklem kikirdagi daha ince oldugundan erozyonlar 6ncelikle eklemin iliak
yiiziinde olmaya baslar. Ilerleyen evrelerinde erozyonlarin biiyiimesi eklem
araliginda yalanci genislemeler seklinde goriiliir. Zamanla eklemde kemiksel
kopriillesmeler goriilir ve eklem araligi kapanmaya baglar. Sakroiliitin son
asamasinda eklemde artik tam ankiloz meydana gelir (64). New York kriterlerine
gore bu radyografik bulgular 0 ile 4 arasinda evrelendirilir (53) (Tablo 8). Spinal

tutulum siklikla vertebralarin 6n koseleri, intervertebral disk ve anteriyor
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longitudinal ligamentin birlesim yerinde baglar ve diskovertebral kosede fokal
destriiksiyon alanlar1 olusur. Buna Romanus /ezyonu denir (62,65).

Tablo 8. Sakroiliitin Evrelemesi

Radyolojik tutulum sekli Evre
Normal radyogram 0
Eklem yiizeyinde dejenerasyon 1
Eklem araliginda erozyon ve skleroz 2

Eklem araliginda erozyon, skleroz ve ankiloz
baslangici 3
Eklem araliklarinda tam flizyon (ankiloz)

n

Vertebra 6n koselerin erozyonu nedeniyle vertebralarin normalde konkav olan
On yiizi diizlesir. Lomber bolgede daha belirgin olan bu bulguya vertebral karelesme
denir. Reaktif tamir siirecinin vertebral koselerde olusturdugu skleroz artis1 direkt
radyografilerde radyodens goriiniir ve parlayan kose ( shining / shiny corner) olarak
isimlendirilir (64). Intervertebral diskte annulus fibrozus dis liflerinin ossifikasyonu
sonucu karakteristik bir bulgu olan sindesmofitler olusur. Sindesmofitler bir
vertebradan digerine uzanarak vertebralar arasinda kemik kopriiler olusturur. Bu
kopriilesmeler yaygin hale geldiginde 6n arka grafilerde spinal kolonda bambu

kamus1 gériinimil ortaya cikar.

2.1.9.2. Bilgisayarh Tomografi

Kesitsel gorlintii alma olanagi olan BT ile sakroiliak eklemlerdeki erozyon,
skleroz artis1 ve eklem araliginda daralma gibi kronik yapisal degisiklikler direkt
radyografilere gore daha erken goriilebilmektedir (66). Yapilan arastirmalar BT’ nin
sakroiliit tanisinda direkt radyografilerden daha duyarli oldugunu géstermistir (67).
BT yapisal kemik degisikliklerini belirlemede MRG’dan daha basarili olmasina

ragmen eklem kikirdagi, aktif inflamasyon ve kemik iligini gostermede yetersizdir.
2.1.9.3. Manyetik Rezonans Goriintiileme
Bu yontemin en onemli avantaji direkt radyografi ve BT de yapisal hasarin

goriilmedigi erken olgularda aktif inflamasyon alanlarin1 tespit edebilmesidir.

Boylece erken tan1 ve tedavi sans1 dogmaktadir. Son 10 y1l i¢erisinde kullanima giren
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TNF-a blokerlerinin AS’li hastalarda inflamatuar semptomlarla birlikte spinal
kolondaki inflamasyonu da oOnemli Olgiide baskiladigi MRG ¢alismalariyla
gosterilmistir (68). Kemik iligi 6demi ( osteit), sinovit ve entesit gibi aktif
inflamatuvar lezyonlar en iyi STIR (Short Tau Inversion Recovery) sekanslar ve
kontrastli MRG ile degerlendirilir (62).

2.1.9.4. Ultrasonografi

Anlilozan spondilit i¢in esas kullanim alanmi1 entesopatilerdir. Ultrasonografi
entesopatinin erken evrelerinde MRG’ye gore daha duyarli bulunmustur. Ucuz, hizli
ve noninvaziv bir teknik olmasi yaninda iyonize edici radyasyon igcermemesi de

onemli bir avantajdir (60).

2.1.9.5. Kemik Sintigrafisi

Bu yontem intravendz olarak verilen Tc99 metilen difosfanatin artmis kan
akimi ve kemik dongiisii olan bolgelerde yogunlasmasi prensibine dayanir. Asimetrik
tutulumlar daha anlamli kabul edilir. Bulgularin spesifik olmamast ve yliksek

radyasyon riski nedeniyle giiniimiizde sakroiliit tanisinda geri planda kalmistir (69).

2.1.10. Tedavi

2.1.10.1. Farmakolojik Olmayan Tedavi

Cogu hasta icin AS, iyi bir islevsel prognozu olan nisbeten hafif bir hastaliktir.
AS’in farmakolojik tedavisindeki hizli gelismelere ragmen fizik tedavi ve egzersiz
programlar1 halen tedavi planinin temel pargalarindan birisi olmaya devam
etmektedir. Her hastaya ilk tan1 konuldugunda ve belli araliklarla 6zellikle omurgaya
yonelik eklem hareket acikligi egzersizleri, spinal ekstansor kas grubunu
giiclendirme egzersizleri, postiir ve gogiis ekspansiyonunu koruyacak egzersizler

gosterilmelidir (70).

2.1.10.2. Farmakolojik Tedavi

Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAIl)
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Bu ilaglar 1950’lerde ilk piyasaya c¢ikiglarindan beri AS’nin farmakolojik
tedavisinin kose taslar1 olmuslardir. NSAII’m enflamatuvar bel agrismi hizli bir
sekilde azaltip tutuklugu giderdikleri kesindir. Bu nedenle bu ilaglar gliniimiizde de
‘altin standart® konumlarini halen korumaktadir (71). NSAQl’in hastaligin laboratuar
belirteclerini etkiledigine iliskin heniiz ¢ok az bulgu mevcut olmakla birlikte ilk
veriler rontgen bulgusunda goriilen yapisal hasari dnlemede bir rolleri olabilecegini
akla getirmektedir (72).

Sulfasalazin (SSZ) ve Metotreksat (MTX)

Ankilozan spondilitte en ¢ok ¢alisilmis ila¢g olmasina ragmen etkinligi halen
tartismalidir. AS’de SSZ kullaniminin altinda yatan mantik, inflamatuar barsak
hastalig1 ve spondilartropatiler arasindaki ortak iligski yaninda, spondilartropatisi olan
hastalarin ileumunda inflamatuar lezyonlarin tanimlanmis olmasidir (11). SSZ’in
periferik artritlerde etkili oldugu belirlenmesine ragmen aksiyel tutulumlarda belirgin
yararlilig1 gosterilememistir (73). SSZ’in sik goriilen yan etkileri halsizlik, bulanti,
kusma ve dispeptik yakinmalardir (74).

MTX, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek DNA ve RNA sentezini
durduran bir folik asit analogudur. Altan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada hastalar birinci yilin sonunda enflamasyon ve fonksiyonel parametreler
bakimindan  degerlendirilmistir.  Sadece  hekim  global  degerlendirmesi
parametresinde MTX 1 iistiinliigii saptanmis, diger parametrelerde iki grup arasinda

anlamli bir fark bulunamamaistir (75).

Kortikosteroidler

Uzun siireli diisiik doz kortikosteroid kullaniminin AS tedavisinde yeri yoktur.
Diger tedavilere yanit alinmayan olgularda, kronik inatg¢1 periferik artritte diisiik doz
oral kortikosteroid veya intravendz pulse yiiksek doz metilprednizolon yarar
saglayabilir. Ayrica tek eklemde kronik artrit ve entezopatili olgularda kortikosteroid

enjeksiyonlar1 denenebilir (2).

Anti-TNF-a Tedavileri
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Son 10 yilda TNF-o antagonistleri gibi sitokin yolunu spesifik olarak inhibe
eden biyolojik ajanlarin gelistirilmesiyle beraber spondilopatilere olan klinik tani ve
tedavi yaklasimlar1 temelden degismistir. TNF-a blokajinin gerek RA gerekse AS’de
inflamasyona bagli klinik semptomlar1 ve akut faz reaktanlarimi baskilamakla
kalmayip, ayn1 zamanda kemik ve eklem yap1 iizerinde de modifiye edici rol
oynadig1 ileri sliriilmektedir. Bu ajanlarin RA’l1 hastalarin eklem araligir ve kemik
ylizeyinin korunmasinda etkili olduguna dair kuvvetli kanitlar bulunsa da, AS’de

yeni kemik olusumunun azaltilmasi konusundaki etkileri ¢eligkilidir (77).
Infliximab

Simerik fare insan monoklonal antikoru olup, insan TNF-a ‘sin1 hedef alir. Bu
ajan transmembran ve solubl TNF-a’ya baglanmak suretiyle bu sitokinin aktivitesini
ndtralize edip, hiicre yiizey reseptorleriyle etkilesmesine engel olur. AS tedavisinde
Smg/kg dozunda baslangigta, 2. ve 6. haftalarda uygulandiktan sonra her 8 haftada

bir tekrarlanir (78). Infliximabin tepe kan diizeyleri digerlerine gore daha fazladr.
Etanercept

Etanercept, TNF-a’ya baglanan ve onu inaktive eden insan IgGIl’inin Fc
kismina bagli insan p75 TNF reseptoriiniin dimerik fiizyon proteinidir. Haftada iki
defa 25 mg veya haftada bir 50 mg dozunda deri alt1 enjeksiyon olarak uygulanir ve
monoklonal antikorlardan farkli olarak baska bir proinflamatuvar sitokin olan
lenfotoksin ao’ya da baglanir. Etanerceptin 2 adet p75 baglama yiizeyi
bulundugundan dogal monomerik reseptore oranla TNF-a’y1 baglamada daha yiiksek

affiniteye sahiptir (79). Yar1 dmrii yaklasik 68 saaattir.
Adalimumab

Tamamen rekombinant insan Ig G1 monoklonal antikoru olup, insan TNF-
o’sma spesifiktir. TNF-a’ya baglanarak aktivitesini inhibe eder. Yarilanma omrii

yaklagik 10-20 giin olup iki haftada bir 40 mg dozunda subkutan uygulanir (80).

2.1.11. Ankilozan Spondilitte Hastalik Aktivitesinin Degerlendirilmesi
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Ankilozan spondilitin aktivitesini ve fonksiyonel durumunu belirlemede ve
tedaviye yanitini izlemede kullanilmak tizere ¢esitli hastalik degerlendirme indeksleri
gelistirilmigtir. Hastaligin aktivitesini belirlemede klinik bulgular ya da CRP ve ESH
gibi inflamasyon belirtecleri yeterli degildir. Gozlemciler arasindaki degiskenligi
ortadan kaldirmak ve standart bir degerlendirme saglayabilmek icin BASDAI (Bath
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) gelistirilmistir (81). BASDAI
hastalara kolaylikla uygulanabilen, hastanin son bir haftalik genel durumunu,
yorgunluk hissini, aksiyel ve periferik eklemlerdeki agrinin siddetini, eklemlerin
sislik ve hassasiyetini, sabah tutuklugunun siddet ve siiresini 6lgmeye yonelik 6
sorudan olusan bir degerlendirme aracidir (EK 1). AS’in tedavisinde, Anti TNF- a
ilaclarin  kullanima girmesinden sonra hazirlanan klavuzlarda, tedavi karar

verilmesinde ve izleminde BASDALI skorunun kullanilmasi 6nerilmektedir (82).

Hastalarin fonksiyonel durumunu belirlemede kullanilan indeksler de
gelistirilmigtir. Bunlar arasinda BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional
Index) ve BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index) sayilabilir.
BASFI, hastalarin son bir haftalik giinliilk yasamlar1 esnasindaki fonksiyonlarini
belirlemek iizere hastalara sorulan 10 soruya verilecek cevabin degerlendirilmesiyle
elde edilmektedir ( EK 2) (83).

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan ve diger biyolojik materyallerle reaksiyona girme egilimi gdosteren
maddelerdir (84,85). Organik ya da inorganik yapida olabilen serbest radikallerin,
eslesmemis elektronlar1 nedeniyle, reaktiviteleri bir hayli yiiksek, buna karsilik yari
omiirleri ¢ok kisadir (86,87). Serbest radikallerin hedefi olan membran yapisinda
bulunan fosfolipidler, glikolipidler, doymamis yag asitleri ve membran proteinleri,
oksidan ajanlarin arttii ve antioksidan ajanlarin azaldigi veya yetersiz kaldigi
durumlarda olusan oksidatif strese maruz kalirlar. Sonugcta serbest radikaller hiicresel
hasar meydana getirirler (85,88,89).

Insan viicudunda biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en

cok kullanilma 6zelligine sahip olan molekiiler oksijen (02), yapisi itibariyle radikal
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olmaya ¢ok uygun oldugundan serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen
radikali (SOR) akla gelmektedir.

Viicutta olusan SOR ile antioksidan savunma sistemi denge halindedir. Yogun
SOR iiretimi ya da antioksidan defansin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve
fonksiyonel modifikasyonlara yol acarak oksidatif strese neden olur. (85,89,90).

Serbest radikaller hiicrede DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi 6nemli
hiicresel yapilara etkilidir. Hiicre membraninin yapisinda bulunan glikolipit,
fosfolipit ve gliseritler gibi doymamis yag asitleri ve membran proteinleri serbest
radikaller ic¢in iyi bir hedeftir (88,91). Serbest radikaller ve serbest radikal
tepkimeleri sonrasi olusan {riinler hiicresel yasami tehdit etmekte ve genetik

mutasyonlara yol agmaktadir (92,93).

2.3. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

2.3.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Lipidler; biyolojik molekiiler i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine
en fazla maruz kalan molekiillerdir. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif hasar1 lipid
peroksidasyonu olarak bilinmektedir (91,94). Lipid peroksidasyonu sonucunda
olusan lipid peroksil radikalleri (LOO.) bir sonraki poliansatiire yag asidini okside
ederek yeni zincirleme reaksiyonlari baslatirlar (95). Bu irlinlerin daha ileri
par¢alanmaya ugramast ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararh
radikal 6zelligi olan aldehidlere doniisiirler. Bu aldehidler i¢inde en ¢ok bilineni
malondialdehid (MDA)’dir. Dolayistyla bir dokuda MDA seviyesinin artmasi serbest

oksijen radikallerinin arttigin1 gosterir (96).

2.3.2. Proteinlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin
rol oynadig1 cesitli hiicresel fonksiyonlari etkiler. Bunun baslica sebebi, hasar
olusturucu zincir reaksiyonlarinin protein ve niikleik asit molekiillerinde gergeklesme
thtimalinin ¢ok zayif olmasidir (97). DNA molekiilii serbest radikaller i¢in 6nemli bir
hedeftir ve kolaylikla hasara ugratilir (94). DNA molekiilii hasar1 sonucu kronik
inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, karsinogenezis, norodejeneratif ve

kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli patolojilerin goriildiigii bilinmektedir (98).
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2.3.4. Karbonhidratlarda Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, 0, - ve H,0,
radikallerini meydana getirirler. Monosakkaritlerin  otooksidasyonu, ¢esitli
hastaliklarin  patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Diabetes mellitus ve
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, géz hastaliklar1 gibi pek cok
hastalikta ve durumda serbest radikal {retiminin artti§i ve antioksidan

mekanizmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir (87).

2.4. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler
2.4.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Sistein igeren bir tripeptit yapisinda olup in vivo
sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar i¢in substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E
vitaminleri lizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (99,100).

E Vitamini : Lipid fazda ¢6ziinen zincir-kirici etkiye bir antioksidandir (95,101).

C vitamini: Siiperoksit ve hidroksil radikalinin dogrudan temizleyicisidir (102).
Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglayarak antioksidan 6zellik gosterir.
Bilirubin: Serbest radikalleri tutar, O2 - ve OH- toplar (99,103).

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit ve hipokloriti toplar (103).
Urik asit: Plazma konsantrasyonlarinda O2 -, OH- ve peroksil radikallerini temizler.
Seruloplazmin: SOD benzeri bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir (104).

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. LPO ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder (105).
p-Karoten: Peroksitlere kars1 dogrudan etki ederek inaktif hale getirir (98,106).

Melatonin: Organizmada yapilan ve tahrip edici hidroksil radikali temizler (107).
2.4.2. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.2.1. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px yapisinda bir metal olan selenyumu bulundurdugu i¢in metalloenzim

grubunda degerlendirilir. In vitro ortamda GSH’1 GSSG’ye cevirir. Bu tepkimede
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H202’y1 yiiksek ozgiilliik ile katalizleyerek detoksifiye eder. GSH un GSSG haline
doniistiigli reaksiyonda glutatyon peroksidaz enzimi H202’i suya indirger. Daha
sonra glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak

okside glutatyon tekrar rediikte hale doniistiiriilebilir (106).
2.4.2.2. Katalaz

Katalaz (CAT) enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda
4 “hem” grubu bulunan bir hemoproteindir (95). Ozellikle hidrojen peroksitin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir (110). Ortamdaki H202
konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan
diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti
ortamdan uzaklastirirlar (109).

2.4.2.3. Suiperoksit Dismutaz

Stiperoksit Dismutaz (SOD), siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiriilmesini katalizleyerek organizmayi toksik reaktif
oksijen  metabolitlerine  karst koruyan bir metalloenzimdir (110,112).
SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan {riinlerin birikmesi CAT enzimi

tarafindan bertaraf edilmektedir.
2.5. Hiicre i¢i Kalsiyum Sinyali
2.5.1. Hiicre I¢i Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin yapmis oldugu islevler iyon degisimleri ile tetiklenmektedir.
Canlilarda meydana gelen hareket, beynin hafizayla ilgili isleyisleri, pankreatik
hiicrelerde salgilama, yaralarin iyilesmesi, kalbin kasilmasi ve apopitoz gibi
reaksiyonlarda Ca* belirleyici rol oynamaktadir. Ca™ hem hiicre i¢i hem de hiicreler
aras1 etkilesimlerde onemli gorevlere sahiptir. Hiicre ici Ca™ sinyali, hiicre i¢i Ca™

konsantrasyonunun ([Ca™i) gecici bir sekilde artisindan olusur (113).

2.5.2. Hiicre i¢i Kalsiyum Sinyalinin Olusumu
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Giliniimtizde gelistirilen patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik teknikler ile
beraber flurosan 1s1gina duyarli ¢esitli boyalar hiicre i¢indeki iyonik akimlar1 ve
hiicre i¢i serbest iyon seviyelerinin 6l¢iilmesini miimkiin hale getirmistir (113).

Hiicre ici Ca™ hem hiicre dig1 ortama, hem de hiicre i¢inde Ca'™ depolayan
yapilara gore cok diisik seviyededir. Bu nedenle Ca™ hiicre ici iletisimde sinyal
gorevi yapabilmektedir. Oyle ki hiicre disindaki [Ca™]'u yaklasik olarak 107 M, Ca™
depolarinda, 6rnegin endoplazmik retikulumda (ER) 5 x 10 M civarlarinda iken,
[Ca™]i bu degerlerden binlerce kez daha diisik olan 107 seviyelerindedir. Bu
ylizden, hem hiicre igi ile dis1 arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok
yiiksek bir Ca'™ derisim farki vardir. Bu fark, Ca™ icin ¢ok biiylik bir siirdiiriicli
kuvvet olusmasina sebep olur. Hem hiicre zari, hem de ER zarindan Ca'™ gecisi, bu
sirdliriicii kuvvetin etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar,
cogunlukla kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da ligand baglanmasi ile
aktive olur ve Ca" gegirgenligi saglarlar (114).

Hiicrenin i¢indeki serbest Ca™ iyonun artis1 2 yolla meydana gelir (115).

1- Hiicre disindan hiicre icine Ca™ girisi,

2- Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan Ca™ salinmasi,

1- Hiicrenin disindan hiicrenin sitoplazmasina Ca ™ girisini saglayan Ca™ kanal
tipleri sunlardir:

A- Ligand Bagimli Ca** kanallari: Hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasi

ile aktive olur. Boylece bu kanallar Ca™a kars1 gegirgen hale gelirler. Bu kanallara
en iyi 0rnek nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptdrleridir (116).

B- Voltaj Bagimli Ca™ kanallari: Hiicre membraninin depolarize olmast

sonucunda bu kanallar aktive olur ve Ca™a karsi gecirgen hale gelirler. Boylece
hiicre membraninda meydana gelen elektriksel olaylar, hiicre i¢indeki fizyolojik
olaylarla ¢iftlenir (117).

C- Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallar: Hiicre i¢i Ca™ depolari, Ca™

sinyali sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldigi zaman, bu kanallar hiicre
disindan sitoplazmaya Ca" girisine sebep olurlar.
D- Ca-Na degis-tokus:

2- Hiicre i¢i Ca™ depolarindan Ca™ ¢ikisini saglayan yapilar

Ca™un hiicre igindeki depolardan hiicrenin sitoplazmasma salmmasinda en
onemli rol oynayan faktorler Ca™ ve inositol trifosfat (IP3) ile uyarilan

reseptorlerdir. Hiicre membranindaki reseptorlere agonistlerin baglanmasi ile aktive
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olan G proteininin uyardig1 fosfolipaz C (PLC), membran fosfolipitlerinde IP3 ve
diacilgliserol (DAG) sentezine yol agmaktadir. 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. IP3 ise hiicre ici depolardan
heparinle bloke edilebilen Ca™ salinimina yol agmaktadir. Hiicre i¢i Ca™ artiginin

tetikledigi Ca™ salimmu, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak is gérmektedir.
2.6. Apopitoz

Apopitoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis
veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (118).

Yasamakta olan hiicreler iki farkli mekanizma ile oliirler. Bu mekanizmalar nekroz
ve apopitozdur. Nekroz; hipoksi, asirt 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan
gelen ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre 6limiidiir.
Apopitoz ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis veya
genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma icin giivenli bir sekilde yok edilmelerini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir. Nekroz patolojik

bir olaydir. Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik olabilir (119,120).
2.6.1. Apopitozun Baslatilmasi

Hiicrenin apopitoza gidebilmesi icin ilk Once, ilgili genetik mekanizmayi
harekete gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre i¢inden veya
disindan gelebilir (121).

Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller:

Cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin yetersizligi, O6lim
reseptorlerinin aktivasyonu (Reseptor- Ligand etkilesmesi), Fas-Fas ligandi, TNF,

sitotoksik T lenfositleri, hiicreleri etkileyen diger dis etkenlerdir.

Hiicre Icinden Kaynaklanan Sinyaller:

DNA hasari, hiicre igi Ca'™ seviyesinde artig, hiicre i¢i pH’da diisme, metabolik
ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitoza gotiiren merkezi hiicre 6lim

sinyallerini baglatabilmektedir.
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2.6.2. Hiicre I¢i Proteazlarin Aktivasyonu

I¢ ve dis sinyallerle hiicre iginde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara kaspaz adi verilir. Kaspazlar baglatic1 ve sonlandirici olarak ikiye ayrilir.
Kaspaz ailesinin 14 iiyesi tespit edilmistir. Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 hiicre
Olimiiyle iliskilidir. Apopitozdan asil sorumlu kaspaz 3’tiir (122).

Kaspaz aktivasyonunda iki onemli uyar1 yolu vardir. Biri 6lim reseptorleri
aracili-ekstrinsik yol, digeri ise mitokondri aracili-intrinsik yoldur. Oliim reseptérleri
adaptdr proteinler aracilifiyla; i¢ sinyaller ise mitokodri araciligiyla kaspazlari aktive
etmektedir. Mitokondri dis zarinin gecirgenligi bazi proteinler ile saglanmaktadir.
Bunlarin en 6nemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir ve bu grup proteinlerin bir kismi
proapopitotik  etkili  iken diger kismi ise antiapopitotik  etkilidir.
Antiapoptotik tiyelerin asir1 ekspresyonlarinin apopitozu baskiladigi oysa proapoptotik
tiyelerin asir1 ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigli goriilmektedir (123).

Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi
genler, hiicrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en dnemlisi p53 genidir.
Hiicre hasarmin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu
proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri araciligr ile hiicrenin apopitoza

giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (124,125).
2.6.3. Hiicrede Olusan Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandiric1 kaspazlar aktive olunca sitoplazma ve c¢ekirdek i¢indeki hedef
proteinler yikilir. Kaspazlar DNA endoniikleaz1 serbestlestirerek DNA kiriklarina
neden olurlar. Kaspazlarin aktiflestirdigi bir diger protein olan aktin yikan protein

hiicrenin normal seklinin bozulmasina yol acar.
2.6.4. Fagositoz

Apopitotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan

fagosite edilerek dokulardan temizlenirler (120).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi (SDUTF) Romatoloji
Klinigi ile Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
Tez projesi igin gerekli olan ‘etik kurul onayr” SDUTF Etik Kurul Baskanligindan
alinmistir. Ayrica hastalar aragtirma hakkinda ayrintili bilgilendirilmis ve ¢alismay1

kabul edenlerden bilgilendirme ve onay formu’ alinmustir.

3.1.Hasta Gruplan

Calismaya SDUTF Romatoloji klini§ince yeni tani konulmus veya daha
onceden tanist olupta klinigimizce takip edilen 10 adet AS’li hasta alindi
Hastalarimizin tlimiine Assessment of SpondyloArthritis International Society
(ASAS) aksiyel spondiloartrit siniflama kriterleri (Tablo 7) (54) kullanilarak tam
konuldu.

Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet uyumlu 10 adet saglikli birey alindu.

Calismava dahil edilme kriterleri

1- ASAS aksiyel spondiloartrit siniflama kriterlerine gére AS tanis1 olmak
2- Daha once sulfasalazin, metotreksat ya da anti-TNF gibi hastalik modifiye
edici tedavi kullanmamis olmak

Calismava dahil edilmeme kriterleri

1- AS’e eslik eden baska bir romatizmal hastaligi olmak

2- AS disinda sistemik, kronik bir hastali1 olmak

3- Aktif enfeksiyonu olmak

4- Malignitesi olmak

5- Gebelik

Calismaya dahil edilen hastalar 2 ana gruba ayrilarak noétrofilleri izole edildi.
Sonrasinda infliximabla inkiibe edilip edilmedigine gdre 2 alt gruba daha ayrilarak
toplam 4 grup olusturuldu.

Kontrol grubu: Kontrol grubunun nétrofilleri infliximabla (INF) inkiibe

edilmeden analizler yapildi.
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Kontrol + INF grubu: Kontrol grubunun nétrofilleri infliximabla inkiibe

edilerek analizler yapildi.

AS grubu: AS’li hastalarin nétrofilleri infliximabla inkiibe edilmeden analizler
yapild.

AS + INF grubu: AS’li hastalarin nétrofilleri infliximabla inkiibe edilerek

analizler yapildi.

AS’li hastalarda tan1 amagli lomber vertebra hareket acikligini géstermek iizere
Schober testi, lateral fleksiyon, gogiis ekspansiyonu ve tragus duvar mesafesi
Olctimleri yapildi. AS’li hastalar ve kontrol grubunun BASDAI ve BASFI 6l¢iimleri
EK-1 ve EK-2 deki anket formlar1 kullanilarak hesaplandi.

Calismaya alinan tiim bireylerden 12 saat aclik sonrasi, sistemik hastalik
tanisin1 diglamak amaciyla hemogram, rutin biyokimyasal tetkikler (glukoz, BUN,

kreatinin, AST, ALT, ALP, Ca, P ), RF, ESH, CRP diizeyi i¢in kan 6rnekleri alind1.

3.2. Orneklerin Alinmasi ve Saklanilmasi

Calismaya alinan bireylerden yaklasik 45 cc vendz kan ornegi alindi. Tim
hasta ve kontrol bireylerinde kan 6rnekleri ayni sartlarda ve aymi kisiler tarafindan
alindi. Kanlardan 35 ml si uygun antikoagiilan eklenmis enjektorlerle alinip
laboratuara ulastirildi. Kalan 10 ml ise serum elde etmek icin kullanildi. Daha sonra
kanlar notrofil izolasyonu boliimiinde anlatildig: sekilde santrifiij edilerek hiicreler ve

serum izole edildi.

3.2.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Vorteks: Nitve NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

CO; inkubator: Heal force (Japonya )

Laminar flow kabini: Javan (Belgika)

Sallamak su banyosu: Labart (Japonya )

Santrifiij: Jouan B4 (Fransa)
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Derin dondurucu: Ugur (Tirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

Sogutmal1 santrifiij: Kubato (Japonya )

50 ml lik plastik falcon tiipleri. 1000/pk: Teknik (Tiirkiye)

15 ml lik falcon tiipleri. 1000/pk: Rota (Tiirkiye)
1B—103 Borasilicated kapillar tiip, 1000/pk: Fagus (Tiirkiye)

3.2.2.Nétrofil izolasyonu

50 ml hacimli steril bir siringaya, 7 ml ACD soliisyonu (pihtilasmay1 6nleyici)
konuldu. Igerisine hasta veya saglikli bireyden 35 ml taze vendz kan ¢ekilerek ve bu
kan igerisinde 10,5 ml HES (eritrositleri ¢oktiirmeye yarar) olan 50 ml hacimli iki
adet falcon tiiplerine esit miktarda boliinerek hafifce karistirildi. Sonra bu karigim 30
dakika boyunca dik bir sekilde tutuldu. Bu arada iki tane vakumlu biyokimya tiipiine,
serum elde etmek amaci ile yaklasik 5’er ml kan alindi. 15 dakika dik bir sekilde
bekletildi. 15 dakika sonunda 3000 rpm de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

Elde edilen serum, steril 15 ml hacimli bir falcon tiipline konuldu. SER + 1x
Phosphate buffer saline (PBS) soliisyonu hazirlandi. (47,5 ml 1xPBS + 2,5 ml SER)
30 dakika sonunda, iki farkli tabaka gbzlendi (eritrositler tiipiin dibine ¢okmiis olur)
ve yaklasik 40 ml olan bu st kisim (silipernatant) alinarak ayri, steril bir 50 ml
hacimli falcon tiipiine konularak 350 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant tiipiin dibinde az bir miktar kalacak sekilde atildi
ve tlipiin dibindeki ¢okelti (pellet) bu az miktar siv1 ile tekrar ¢oziilmeye calisildi. Bir
konsantre PBS soliisyonu ile 40 ml hacme kadar tamamland: ve tekrar 350 g’de
santrifiij edildi. Bu islem yukarida yazildig: sekilde bir kez daha tekrarlandi.

Tiipiin dip kisminda kalan pelletin igerisinde az miktarda da olsa eritrosit
kalmis olabilecegi ihtimalinden dolay1 pelletin {izerine hizli bir sekilde 10 ml
enjeksiyonluk steril su dokiildii ve 30 saniye durmasina miisaade edildi. 30 saniye
sonrasinda 2 konsantre PBS soliisyonu konuldu (son durum 1 konsantre PBS olmus
olur). Tekrar santrifiij islemine gotiiriildii. Santrifiij sonrasi kirmizi renkli bir
soliisyon ve gri renkli pellet goriilmesi beklendi. Bu pellet SER+1xPBS soliisyonu ile

sulandirilarak ¢6ziildli, ve santrifiij islemi basamaklar1 iki kere tekrarlandi. Steril 50
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ml hacimli bir falcon tiipiine 15 ml Ficoll konuldu. Santrifiij isleminden ¢ikan pellet
10 ml SER+1xPBS ile tekrar sulandirildi. Ve Ficoll soliisyonunun iizerine ¢ok yavas
ilave edildi. 25 ml hacimli bu yeni soliisyonumuz 800 g’de 20 dakika santrifuj edildi.
Ficoll; santrifuj ve yogunlugu etkisi ile sadece notrofillerin tiiplin dibine ¢okmesine
1zin verir.

Santrifiij sonras1 supernatant atild1 ve tiipiin dibindeki pellet tekrar SER+1xPBS
ile sulandirild1 ve santrifiij iglemi basamag iki kere tekrarlandi. Elde edilebilen hiicre
miktarina gore 10 ile 15 ml hacim arasinda sulandirilirdi ve FURA-2 AM fliioresan
maddesi ile son konsantrasyon 2 mikroM olacak sekilde 37 C de 45 dakika boyunca
sallamali su banyosunda boyandi. Boyanma isleminden sonra fazla boyalarin
atilmast i¢in hiicreler tekrar santrifiij ve yikanma islemine tabi tutuldular. Tampon
soliisyonu igerisinde etrafi seffaf plastik kiivetlere konularak spektroflorometredeki
yerine yerlestirilerek okunma islemine gegildi.

Nétrofiller izolasyon miktarlarina bagl her biri 10" hiicre olacak sekilde 2
kisima ayrildi. Bir kismina higbir islem yapilmadi. Diger kismina ise hiicre canliligi
(MTT) testi uygulanarak en uygun infliximab dozu ve siiresi bulundu ve hiicreler bu
doz ve siirede infliximab ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda oksidatif stresle
ilgili degerlerin (GSH, GSH-Px, MDA diizeyleri) 6l¢iilmesi i¢in donduruldu. MDA
(Placer ve ark. 1968) (126) analizleri ise spektrofotometrik olarak yapildi.

3.2.3. Hiicre Canlihigi (MTT Analizi)

Bu deneyde sar1 renkte olan  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mor renkli formozan
kristaline mitokondrial solunum yolu ile doniistiiriilmektedir. Eger hiicreler canli
degilse bu reaksiyon gerceklesmez. Renk olusumu da spektrofotometrik yontemle
degerlendirilip sonuglara gore infliximabin en uygun doz miktar1 belirlenmistir.

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] analizi ilk
olarak Mosmann tarafindan kullanima girmistir. MTT yontemi, hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. Bu yontem saglam hiicrelerde
mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi esasina

dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat
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dehidrojenaz aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu
sar1 renkli MTT boyast koyu mavi-mor c¢oziinmeyen formazan kristallerine
donitismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler
mor renkte boyanmakta, O6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler
boyanmamaktadir. Reaksiyon {riinii uygun karisimda ¢oziildiikten sonra
spektrofotometrik yontemle Olciiliir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre
canliliginin 6lgiitii olarak alinir. Hiicre canliligi ve iiremesini 6lgen bu ydntemin,
diger sitotoksik test yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir olmasi,
uygulamasinin kolay ve hizli olmasi, radyoaktif izotop kullanmaya gerek olmamasi

avantaj olarak kabul edilir.

3.2.4. Hiicre i¢i Kalsiyumun Olciilmesi

Hiicre i¢i Ca™ miktarmin 6lciimii i¢in notrofil hiicreleri oda 1sisinda 45 dakika
boyunca 4uM fura—2 AM fliioresan boyas1 ile boyandi (127). Boyanma igsleminden
sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre
yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'-HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140; KCl, 4,7;
CaCl,, 1,2; MgCl,, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)] solusyonu igerisinde
Biyofizik Anabilim Dalinda mevcut florasan spektrofotometrede (Varian Cary
Eclipse, Australia ) haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari
340 nm ve 380 nm, 505 nm emisyon dalga boylarinda fliioresan 151k ile uyarildi ve
yaklagik yedi dakika boyunca kayit alind1. Hiicre ici serbest Ca®" iyon diizeyi [Ca™];
degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar ile

kaydedildi ve Grynkiewicz ve ark.’nin metoduna goére hesaplandi (128).
3.2.5. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii
3.2.5.1. GSH ve GSH-Px Analizleri
GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yonteme gore

spektrofotometre cihazi ile belirlendi (129). GSH tayini i¢in %10 triklorikasetik asit
(TCA) soliisyonu ve Tris tamponu (0,4 M pH:8,9) kullanild1.
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Tris tamponu (0,4 M pH:8,9): 48.46 gram tris-hydroxymethil-aminomethan’in
hidroklorik asit (HCl) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi ile hazirlandi.

0.1 ml kan homejenat1 0.4 ml TCA soliisyonu ile karistirildi. 20 sn karistiricida
vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0.1 ml silipernatant temiz bir tiip
icine alindi. Uzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris tamponu ve 0.1 ml DTNB
solisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk tarafindan bildirilen yonteme
gore spektrofotometrede belirlendi. Oda 1sisinda 5 sn beklendi. Saf suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu (128).

3.2.5.2. Lipit Peroksidasyon (LPO) Analizi

Notrofillerde LPO diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark.(69) bildirdikleri
yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir
spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi.

Deneyin yapilist: Tim nétrofil gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
sollisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kér, 20 dakika siiresince 100-C’ lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli s1vi otomatik pipetle hassas bir sekilde
almarak 1 cm 151k gecgisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede kore karsi okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda
hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler

nanomol/gram protein olarak belirlendi (128).

3.2.6. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Hiicreler bir saat siire ile 37C de 2 mL substrat soltisyonu ( 20 mM HEPES, 2
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.1% CHAPS, 5 mM dithiothreitol
(DTT), ve 8.25 uM kaspaz substrati; pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi ) igerisinde
inkube edilerek sonrasinda ultrasonik parcalama islemine tabi tutuldu (130). Aciga

cikan enzimler spektroflorometre (Varian Cary Eclipse, Australia) cihazinda 360 nm
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uyarilma ve 460 nm emilme dalga boylarinda okundu. Kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri
floresan boyalar ile boyanarak degerlendirildi (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-
LEHD-AMC Kaspaz-9 i¢in). Elde edilen veriler floresan birimi / miligram protein
olarak kaydedildi.

3.2.7. Notrofil Sitoziine Ca™ Akisinin Hangi Kanaldan Oldugunun

Belirlenmesi

Verapamil ve diltiazem diisiik ve yiiksek voltaja duyarli kanallar1 bloke eden
kimyasallardir. 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ise transient receptor
melastatin 2 (TRPM2) kapilarini bloke eden spesifik olmayan bir kimyasal maddedir.
Notrofil sitozoliine Ca+2 akisinin hangi katyon kanallarindan gerceklestigini test
etmek icin, elde edilen nétrofiller fMLP ile uyarilmadan 6nce 30 dakika 10 pMol
verapamil+diltiazem (131) veya 0.1 mM 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ile
noétrofiller inkiibe edildiler (132).

3.2.8. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Notrofil hiicrelerinde ¢aligilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 15.0 paket bilgisayar programi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-Whitney U testi istatistiksel analizi ile
degerlendirildi. Tim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 den

kiiciik olanlar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Calismaya 10 (7 erkek, 3 kadin) AS’li hasta ile yas ve cins grubu uygun
saglikli 10 (7 erkek, 3 kadin) kontrol olmak {iizere 20 kisi alindi. AS’li hastalarin
hepsi BASDALI skoru esas alindiginda aktivasyon déneminde (BASDAI > 4) idi.
Calismaya alinan hastalarin yas ortalamasi 33,8 + 6,8 yil iken, kontrol grubunun yas
ortalamas1 32,5 + 5,3 yil idi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet acisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).

Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda ESH, CRP, BASDAI ve BASFI
skorlart AS’li grupta kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek saptandi. Hasta ve
kontrol gruplarimin ESH, CRP, BASDAI ve BASFI diizeylerinin ortalamalar1 ve

istatistiksel analizleri Tablo 9° da gosterilmektedir

4.2. Oksidatif Stres Bulgular

Kontrol, AS ve AS + INF grubundan izole edilen nétrofillerde oksidatif stres
belirteci olarak; LPO ve antioksidanlardan GSH ile GSH-Px diizeyleri ¢alisildi. LPO
degerleri, kontrol grubuna kiyasla AS grubunda onemli diizeyde (p<0.05) yiiksek
gozlenirken, AS+INF grubunda, AS grubuna kiyasla 6nemli diizeyde (p<0.05) diisiik
bulundu. GSH (p<0.001) and GSH-Px (p<0.05) degerleri, kontrol grubuna kiyasla
AS grubunda 6nemli diizeyde diisiik gozlenirken, AS+INF grubunda, AS grubuna
kiyasla 6nemli diizeyde (p<0.05 ve p<0.01) yliksek bulundu (Tablo 10).
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Tablo 9. AS ve kontrol gruplarinda ESH, CRP, BASDAI ve BASFI degerleri

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 42+15 <0,00
BASDAI skoru 5,1+£0,7 0,7+0,5 <0,00
BASFI skoru 39+1,5 0,3+0,6 <0,00

ESH : Eritrosit sedimantasyon hizi, CRP: C reaktif proein
BASDALI: Bath Ankilozan Spondilit Hastalik Aktivite indeksi
BASFI: Bath Ankilozan Spondilit Fonksiyonel indeksi

Tablo 10. Notrofillerde LPO, GSH ve GSH-Px diizeyleri ( ortalama + SD ve n=10)

LPO GSH GSH-Px
(umol/gr prot) (umol/gr prot) (IU/gr protein)
Kontrol 19.60 + 1.52 3.27+0.37 10.65 + 1.44
AS 23.30 + 3.02° 2.56 +0.24° 8.17 + 1.39*
AS+INF  20.30+2.82° 2.97 +0.30¢ 9.79 + 1.20°

LPO: Lipid peroksidasyon, GSH: Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
p<0.05 ile °p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
p<0.05 ile “p<0.01 AS grubuna kiyasla.

4.3. Infliximab Dozunun Hiicre Canhligi (MTT) Testi ile Belirlenmesi

Elde edilen notrofiller, 4 farkli zaman (30 dakika, 1 saat, 2 saat ve 3 saat) ve
kontrol ile farkli 5 dozda infliximab ile inkiibe edildiler. Elde edilen sonuglarda 1

saat ve 100 uM dozun Sldiiriicti olmayan doz oldugu belirlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. MTT test sonuglari

4.4. Apopitozis Sonuclari

Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarindan elde edilen apopitozis
sonuclar sekil 2°de gosterilmistir. Bu sekil incelendiginde;

Apopitozis diizeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol +
INF grubuna kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu
gozlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiginde apopitozis diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak (p<0,001) azaldigi goriildii. AS grubuna
infliximab eklendiginde apopitozis diizeylerinin AS grubuna gore anlamli olarak
(p<0,001) azaldig1 saptandi. AS + INF grubunda apopitozis diizeylerinin kontrol +
INF grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0,01) gbzlemlendi.

4.5. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Sonuclan

Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarindan elde edilen kaspaz 3 ve
kaspaz 9 degerleri sekil 3 ve sekil 4’de gdsterilmistir. Sekil 3 incelendiginde;

Kaspas-3 diizeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol +
INF grubuna kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu
gozlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiginde kaspas-3 diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak (p<0,001) azaldigr goriildii. AS grubuna infliximab

eklendiginde kaspas-3 diizeylerinin AS grubuna gore anlamli olarak (p<0,001)
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azaldig1 saptandi. AS + INF grubunda kaspas-3 diizeylerinin kontrol + INF grubuna
gore anlaml diizeyde ytiksek oldugu (p<0,001) goézlemlendi.

Sekil 4 incelendiginde;

Kaspas-9 diizeylerinin AS grubunda hem kontrol grubuna hemde kontrol +
INF grubuna kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu
gozlemlendi. Kontrol grubuna infliximab eklendiginde kaspas-9 diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak (p<0,001) azaldigi goriildii. AS grubuna infliximab
eklendiginde kaspas-9 diizeylerinin AS grubuna gore anlamli olarak (p<0,001)
azaldig1 saptandi. AS + INF grubunda kaspas-9 diizeylerinin kontrol + INF grubuna
gore anlaml diizeyde ytiksek oldugu (p<0,001) gbzlemlendi.
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Sekil 2. Infliximabin AS’li hastalarin nétrofil apopitozis degerleri iizerindeki

etkileri (n=10, ortalama + SD).
p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
®p<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve hasta grubuna kiyasla.
45<0.01 ve kontrol + INF grubuna kiyasla.
AS: Ankilozan spondilit, INF: Infliximab
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Sekil 3. Infliximabin AS’li hastalarm nétrofil kaspas-3 degerleri iizerindeki

etkileri (n=10, ortalama + SD).
p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve AS grubuna kiyasla.
4p<0.001 ve kontrol + INF grubuna kiyasla.
AS: Ankilozan spondilit, INF: Infliximab
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Sekil 4. infliximabin AS’li hastalarin nétrofil kaspas-3 degerleri iizerindeki etkileri

(n=10, ortalama + SD).
p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve kontrol ile kontrol + INF grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve AS grubuna kiyasla.
99<0.001 ve kontrol + INF grubuna kiyasla.
AS: Ankilozan spondilit, INF: Infliximab
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4.6. Sitozole Ca+2 Salinis1 Sonuglari

Kontrol, kontrol + INF, AS ve AS + INF gruplarindan elde edilen Ca+2 iyon
salinig1 sonuglar1 sekil 5°de gosterilmistir. Bu sekil incelendiginde;

AS grubunda kontrol grubuna gore sitozole Ca+2 iyon saliniminin istatistiksel
olarak (p<0,001) daha fazla oldugu gézlemlendi. Hem AS + 2-APB grubunda hem
de AS + V+D grubunda AS grubuna gore anlamli diizeyde (p<0,001) sitozele Ca+2
iyon saliniminin daha az oldugu goriildii. AS hastalarina infliximab eklendiginde
sitozole Ca+2 iyon akisinin AS hastalarina goére anlamli olarak (p<0,01) azaldigi
gozlemlendi. AS+INF + 2-APB grubunda AS + 2-APB grubuna gore sitozole Ca+2
iyon saliniminin anlamli olarak (p<0,001) azaldigi saptandi. AS+INF + V+D
grubunda da AS + V+D grubuna gore sitozole Ca+2 iyon saliniminin anlamli olarak
(p<0,001) azaldig1 gozlemlendi. Hiicre i¢ine Ca+2 saliniginin tiim gruplardaki zaman

akim grafigi sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 5. Gruplar arasi sitozole kalsiyum akist
p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve AS grubuna kiyasla.
°p<0.01 ve AS grubuna kiyasla.
9<0.001 ve AS + 2-APB grubuna kiyasla.
°p<0.001 ve AS + V+D grubuna kiyasla.
AS: Ankilozan spondilit, INF: Infliximab, 2-APB: 2-aminoethoxydiphenyl borate
V: Verapamil, D: Diltiazem
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Sekil 6. Hiicre sitozoliine Ca™ salinigiin tiim gruplardaki zaman akim grafigi
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5. TARTISMA

Ankilozan spondilit genellikle 20-40 yas aras1 erkeklerde kadinlara gore 3 kat
daha fazla goriilen inflamatuar romatizmal bir hastaliktir. Hastaligin seyrine
baktigimizda hastalar bedensel olarak etkilenmekte ve yasamlarinin en verimli
devrelerinde is giicii kaybina ugramaktadirlar. Hastaligin giiniimiizde halen kesin bir
tedavisi olmayip kullanilan mevcut ilaglar hastaligin gidisatin1 yavaslatmak ig¢in
kullanilmaktadir.

Hastaligin patogenezi aydinlatildikca kullanilan tedavilerde o yoOnde
ilerlemektedir. AS’li hastalarda hem aksiyel iskelette hemde periferik eklemlerde
TNF-a molekiilii yiiksek oranda saptanmig ve bunun isiginda anti-TNF ilaglar
kullanima girmistir. Giiniimiizde bu ilaglarla hastalarda klinik olarak belirgin bir
rahatlama saglanmis ancak radyolojik olarak ilerlemenin devam ettigi bildirilmistir
(62).

Ankilozan spondilitte hastalik aktivitesinin ve fonksiyonun degerlendirmesinde
yaygin olarak kullanilan BASDAI ve BASFI skorlar1 6nceki yapilan ¢alismalarda
hasta gruplarinda kontrol gruplarina gore yiiksek bulunmustur. Bu skorlarin
degisiminin tedaviye cevabi izlemde ve diisik BASDAI skorlarinin biyolojik
tedavilere cevab1 Ongormekte kullanishh oldugu bildirilmistir (133). Bizim
calismamizda literatiirle uyumlu (133) olarak AS’li hasta grubunda kontrol grubuna
gore BASDAI ve BASFI degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Yine benzer
sekilde hastalik aktivitesini gosteren ESH ve CRP degerleri hasta grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptand1 (p<0,05).

Notrofillerin inflamatuar hastaliklarda yer alan doku hasardan sorumlu oldugu
bilinmektedir. Oksidatif stresle artan ROS notrofil aktivasyonundan sorumludur.
ROS ismi verilen iiriinlerden baslicalar1; O2.-, H202 ve OH-'dir. Bu tiriinler 6zellikle
doymamis yag asitlerinin yapilarin1 bozarak hiicrelerde hasara yol a¢gmaktadirlar.
ROS’un zararh etkilerinin hiicre diizeyinde belirlenmesinde kullanilan yontem MDA
esasina bagli LPO diizeyi tayinidir (134).

Oksidasyon/antioksidasyon dengesinin oksidasyon yoniinde bozulmasinin yani
oksidatif stresin RA, Behget gibi inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde oldugu

gibi AS patogenezinde de Onemli rolii oldugunu gosteren deliller mevcuttur.
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Oksidatif stres serbest radikallerin ya olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda diisme sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup,
sonugta doku hasarina yol agmaktadir. Inflamasyon sirasinda ortaya gikan TNF- a,
IL1-B gibi proinflamatuar sitokinler nitrik oksit, malondialdehit olusumunu, ksantin
oksidaz aktivitesini indiiklemekte ve serbest radikal olusumunu bu yolla
arttirmaktadirlar. AS patogenezinde oksidatif stresin roliinii arastiran ¢alisma sayisi
oldukca sinirlidir. Biasi ve arkadaslart AS’nin aktif doneminde anormal derecede
yiiksek nétrofil gocii oldugunu ve bu hastalarda dolasimdaki nétrofillerce reaktif
oksijen radikallerine cevabin arttigin1 gostermiglerdir (135). Kocabas ve arkadaglar
AS’li hastalarda serumda oksidan/antioksidan diizeylerine bakmis ve sonugta AS’de
dengenin oksidan yoniinde bozuldugunu gdstermislerdir (136). Karako¢ ve
arkadaslar oksidatif stresi degerlendirmek igin total oksidatif stres, total antioksidan
seviye ve oksidatif stres indeksini kullanmiglar ve AS hastalarinda total antioksidan
seviyesinde kontrol grubuna gore diisiikliik saptanirken oksidan o6zelligi gosteren
diger iki parametrede hasta grubunda anlamli bir yiikseklik gostermislerdir (137).
Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden en ¢ok etkilenen hiicre
elemanlart membran lipidleridir. Oksidatif atak 6zellikle polyansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonu ile kendisini gdsterir. Malondialdehit bu zincir reaksiyon sirasinda
bir ara iriin olarak olusur. Bu nedenle MDA diizeyi oksidatif polyansatiire yag
asitleri hasariin bir gdstergesi olarak kabul edilir. MDA miktarinin artmasi hasari
gosterir. Ozgdemen ve arkadaslar1 AS’li hastalarin serumlarinda MDA diizeylerini
degerlendirmisler ve MDA diizeyini AS’li hastalarda kontrol grubuna goére anlamli
olarak yiiksek saptamuslardir (138). Bizim calismamizda da Ozgdcmen ve
arkadaslarin1 destekler nitelikte benzer sonuclar elde edilmis ve LPO diizeyleri AS’li
hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli oranda yliksek saptanmistir. LPO
seviyelerindeki bu artis AS’li hastalarda daha 6nceki ¢calismalarda da belirtildigi gibi
oksidatif stresin artmasi sonucu asir1 iiretilen ROS’lar ile iliskili olabilir. Yine
antioksidan parametrelere bakildiginda GSH ve GSH-Px diizeyleri onceki
literatiirleri destekler nitelikte AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak diisiik saptandi. Yukarida bahsedilen caligmalarin hepsi AS’li hastalarin

serumlarinda bakilan degerler olup AS’li hastalarin nétrofillerinde antioksidan
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parametreleri degerlendiren bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda AS’li
hastalarin notrofilleri direkt hedef olarak alinmis ve antioksidan parametreler
serumda bakilan degerlere benzer sekilde sonuglar elde edilmistir. Notrofiller
fagositoz sirasinda serbest oksijen radikallerini iiretmektedirler. Serbest radikallerin
tiretimi artar ise bunlarin inhibisyonundan sorumlu olan antioksidanlarin diizeyi
azalmaktadir. AS’de fagositik aktivitenin arttig1 ¢ok iyi bilinmektedir. Bundan dolay1
antioksidan enzim diizeyleri yiikselmemis olabilir.

TNF- o reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretiminin artmasini tetikleyen
inflamatuar bir sitokindir (139). Cesitli calismalar anti-TNF ajanlarin RA’li
hastalarda ROS iiretimi lizerine olan etkilerini incelemislerdir. Pay ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada RA hastalarinin notrofil kiiltiirlerinde anti-TNF ajanlarin
notrofil kemotaksisini ve ROS fiiretimini azalttigin1 gostermislerdir (140). Baska bir
calismada RA’li hastalarda anti-TNF ajanlarin infilamasyonlu eklemde ROS
iretiminin ve ayrica ekleme olan nétrofil akimini belirgin azalttigin1 gostermislerdir
(141). Literatiire bakildiginda AS’li hastalarda anti-TNF ajanlarin oksidatif stres
lizerine olan etkilerini inceleyen ¢alisma az sayidadir. AS’li hastalarin nétrofillerinde
ise bu etki hi¢ calisilmamistir. Karakucak ve arkadaslart AS’li hastalarda anti-TNF
ajan kullananlarla NSAII kullanan hastalarin oksidatif durumlarmni karsilastirmislar
ve anti-TNF alanlarm hem NSAII kullananlara hemde kontrol grubuna gére oksidatif
durumun daha iyi oldugunu gostermislerdir (142). Bizim calismamiz anti-TNF
ajanlardan inlifliximabin AS’li hastalarin direkt ndtrofilleri tizerinde oksidatif stresi
inceleyen ilk ve tek calismadir. Calismamizda AS grubuna infliximab eklendiginde
antioksidan parametrelerde istatistiksel olarak belirgin bir diizelme saptanmuistir.
Ajanin bu etkisini nétrofil kemotaksisini azaltarak ve ROS olusumunu inhibe ederek
yaptig1 diisliniilebilir. Bu sonuglar infliximabin AS’li hastalarin nétrofillerinde
oksidatif stres iizerine olumlu etkisinin oldugunu ve bu yolu da kullanarak
inflamasyonu baskilayabilecegini diisiindiirmektedir.

TNF-o inhibitorlerinin in vivo apopitozu indiikleyip indiiklemiyecegi
sorusuna yanit bulmak icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu ilaglarla tedavi edilen
psoriasis, RA ve Crohn hastalarinin (CH) biyopsi materyalleri ve periferik kandaki
apopitotik hiicrelerin siklig1 dlciilerek incelenmistir. Yapilan 3 ayr1 ¢alisma CH da

infliximab tedavisinden 4 saat ile 4 hafta sonrasinda periferik kandaki monositlerde
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ve lamina propriadaki T hiicrelerinde apopitozun sayisinin arttigini gostermistir (143-
145). RA’de yapilan 2 calismanin birisinde infliximab sonrasi yapilan sinoviyal
biyopsilerde apopitozda artig goriilmezken, diger calismada apopitotik hiicrelerde 2-5
kat artis saptanmistir (146). Psoriatik artritli hastalarin hem sinoviyal biyopsilerinde
hem de psoriatik cilt lezyonlarindan yapilan biyopsilerde infliximab tedavisinden 48
saat sonra apopitotik hiicrelerde artis saptanmistir (147).

Ankilozan spondilitli hastalarin nétrofillerinde infliximab ile yapilan
apopitozis caligmasi literatiirde bulunmamaktadir. Bizde bu agiktan yola ¢ikarak
infliximabin AS’li hastalarin in vitro olarak ayristirilmis noétrofillerinde apopitoz
lizerine nasil etki ettigi sorusuna yanit bulmak icin noétrofilleri infliximabla inkiibe
ederek kaspaz-3 ve kaspaz-9 diizeylerini hesapladik. Sekil 8’e bakildiginda
infliximabin hem kontrol grubuna hem de AS’li hasta grubuna eklendiginde
apopitozu belirgin olarak azalttigin1 gézlemledik. Yine apopitozun gostergesi olan
kaspaz-3 ve kaspaz-9 diizeylerine baktigimizda infliximabin bu enzim diizeylerini
belirgin oranda azalttigin1 ve sonugta apopitozu inhibe ettigini sdyleyebiliriz. TNF-a
apopitozisin ekstrensek yolaginda, ozellikle kaspaz-3 aktivasyonunda onemli rol
oynadig1 gibi intrensek apopitozis yolaginda da baslangi¢ kaspazlarini aktiflestirmek
suretiyle etkin oldugu gozlenmistir (148). Proapopitotik bir sinyal olarak kabul edilen
TNF-o’y1 bloke eden ilaglar antiapopitotik etkinlik gostermektedirler. Bizim
sonuglarimizda bu literatiirii destekler nitelikte olup infliximab AS’li hastalarin
nétrofillerinde apopitozisi inhibe etmektedir. TNF-a antagonistlerinin transmembran
TNF araciligiyla apopitozis lizerine ¢ift etki yapabildigi yani apopitozu hem inhibe
edip hemde indiikleyebilecegi belirtilmistir (149). Calismamizda infliximabin
apopitozu inhibe ettigini saptadik. Ancak apopitozun inhibisyonuna ragmen
inflamasyonda baskilanma olmasi bu c¢ift etkiye baghh olarak inflamasyonu
baskilayan birtakim sitokinler ortama salintyor olabilir. Bunun irdelenmesi i¢in hasta
sayi1s1 ¢ok olan daha kapsamli ¢caligmalar yapilmasi gerekir.

Ankilozan spondilitte nétrofil fonksiyonlarinin artti§i bildirilmistir (150).
Notrofil fonksiyonlarmi etkileyen en Onemli faktdrlerden biri hiicre igi serbest
Cat+2’un diizeyidir. Kalsiyum iyonu noétrofillerde kemotaksis, adezyon, arasidonik
asit drilinlerinin yapimi ve serbest oksijen radikalleri iiretimini etkiledigi igin

notrofillerde meydana gelen hiicre i¢i Cat+2 diizey degisiklikleri ndtrofil
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fonksiyonlarin1 dogrudan etkilemektedir (151). Bir dokuda inflamasyon varsa
notrofiller genellikle bu inflamasyonda ilk savunma bariyerini olusturmakta ve
bakterilerin salgilamis oldugu fMLP ile aktif hale gelmektedir. Bu uyarilma
sonucunda hiicre i¢i Ca+2 miktarinda artis meydana gelmekte ve serbest radikal
tiretimi artmaktadir.

Biz c¢alismamizda AS’li hastalarin nétrofilleriyle  kontrol — grubunun
notrofillerinin hiicre i¢ci Cat+2 diizeylerini karsilastirdik. Ayrica AS’li hastalarin
notrofillerini  infliximab ile inkiibe ederek sitozole Cat+2 akisinin degisip
degismedigini inceledik. Notrofilleri infliximab ile inkiibe etmeden 6nce hiicre i¢in
toksik olmayan dozun belirlenmesi i¢in MTT testi yapildi. Sonugta 1 saat ve 100 uM
dozun Oldiirlici olmayan doz oldugu belirlendi (Sekil 7). AS’li hastalarin
nétrofillerinde yapilan hiicre i¢i Ca™ diizeylerinin kontrol gruplarindan elde edilen
nétrofillerin hiicre i¢i Ca™ degerlerine gore anlamli oranda yiiksek saptanmasi
(p<0,001) ve baktigimiz hasta gruplarinin aktivasyon doneminde olmasi nedeniyle
AS’in aktivasyonunda nétrofil intrastoplazmik Ca™ diizeyi artigmin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

TNF-a inhibitorlerinden olan infliximabin AS’li hastalarin nétrofillerinde
sitozole Ca+2 akisi lizerine etkisinin olup olmadig1 daha once hi¢ arastirilmamustir.
Calismamiz bu konu iizerinde yapilan ilk ve tek c¢alismadir. Calismamizda
infliximabin AS’in aktivasyonunda nétrofil intrastoplazmik Ca™ diizeyi degisimleri
tizerine etkili olabilecegi diisiiniilerek, nétrofiller in vitro ortamda infliximab ile
inkiibe edildi. AS’li hasta grubunda infliximabla inkiibasyondan sonra Olciilen
intrasitoplazmik Ca™ diizeyinin bazal GSlgiimlere gore anlamli diizeyde diisiik
saptanmast (p<0,001), AS hastalarinda infliximabin nétrofil intrasitoplazmik Ca+2
diizeyini azalttigin1 gdstermektedir. Infliximabin Ca+2 iizerine etkisini hangi Ca+2
kanali lizerinden yaptig1 bilinmedigi i¢in voltaja duyarli Ca+2 kapilari, kalsiyum
kanal blokerleri olan diltiazem + verapamil veya 2-APB ile bloke edildi (131,132).
Infliximab+verapamil+diltiazem ile inkiibe edilen AS’li hasta nérofillerinde
infliximab+2-APB ile inkiibe edilenlere gore intrastoplazmik Ca+2 diizeyinde
anlamli diizeyde azalma saptandi (p<0.01). Bu sonuglar 151ginda infliximabin hiicre
ici Ca+2 diizeylerini azaltmada TRPM2 kanallarindan ¢ok voltaja duyarli Ca+2

kanallarini kullandig1 diistiniilebilir.
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6. SONUCLAR

Ankilozan spondilit hastaliginda sitozole Ca+2 saliniginda artig mevcuttur. Hastaligin
tedavisinde kullanilan TNF-alfa inhitorlerinden olan infliximab notrofillerde
intrastoplazmik Ca+2 diistikliigiine yol agmaktadir. Ayrica notrofillerdeki apopitozu
inhibe etmekte ve oksidatif stres lizerine olumlu etkisi bulunmaktadir. Infliximabin
notrofillerdeki Ca+2 sinyali degisikligini voltaj bagimli Ca+2 kanallar tizerinden
yaptig1 diisiiniilmektedir. AS hastalarinda verapamil ve diltiazem voltaj bagiml
kanallar araciligi ile noétrofillerde intrastoplazmik Ca+2 diizeyini azaltmaktadir.
Voltaj bagimh kalsiyum kanallarinin da hedef alinarak gelecekte yeni ¢alismalarla

desteklenmesi yeni tedavi yaklasimlar1 agisindan yol gdsterici olacaktir.
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OZET

“Ankilozan Spondilitli Hastalarin Nétrofillerinde Tiimor Nekroz Faktor
Alfa Inhibitori Infliximabin Kalsiyum Sinyali, Oksidatif Stres ve Apopitozis
Uzerine Etkileri”

Ankilozan spondilit, vertebranin progresif ve asendan kemik fiizyonuna yol
acabilen, spinal eklemlerin inflamasyonu ile karakterize, periferik eklemlerin daha az
siklikla etkilendigi, etyolojisi tam olarak aydinlatilamamis kronik inflamatuar bir
hastaliktir. Hastaligin gilinlimiizde halen kesin bir tedavisi olmay1p kullanilan mevcut
ilaclar hastaligin gidisatin1 yavaslatmak icin kullanilmaktadir.

Ankilozan spondilitte notrofil fonksiyonlarnin arttigi bildirilmistir. Notrofil
fonksiyonlarmi etkileyen en Onemli faktdrlerden biri hiicre i¢i serbest Ca+2’un
diizeyidir. Kalsiyum iyonu nétrofillerde kemotaksis, adezyon, arasidonik asit
iriinlerinin yapimi ve serbest oksijen radikalleri {iretimini etkiledigi i¢in notrofillerde
meydana gelen hiicre i¢i Ca+2 diizey degisiklikleri ndtrofil fonksiyonlarin1 dogrudan
etkilemektedir.

Biz bu calismada anti-TNF ilaglardan olan infliximabin ankilozan spondilitli
hastalarin polimorf niikleer I6kositleri (PMNL) {izerine olan etkisini kalsiyum
sinyalleri {izerinden bakmay1 ve hem oksidatif stres hem de apopitozis iizerine olan
etkilerini in vitro ortamda arastirmay1 amagladik.

Bu amacla AS’li hastalarin in vitro ortamda nétrofilleri ayristirtlarak infliximab
ile inkiibe edildi. Sonrasinda hem inkubasyon oncesinde hem de inkubasyondan
sonra notrofillerin sitozole Ca+2 iyon salinigt hesaplanarak infliximabin bu kanallara
olan etkisi arastirildi. Notrofillerde infliximabla ortaya g¢ikabilecek oksidatif stres
durumunu incelemek i¢in Glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Lipid
peroksidaz (LPO) diizeyleri; apopitoz icin ise kaspas-3 ve kaspaz-9 diizeyleri
Olciildii. Hasta grubunda sitozole Ca+2 saliniginin arttigi ve infliximabin hiicre igi
Ca+2 diizeylerini azalttig1 saptandi. Ayrica infliximabin nétrofillerdeki apopitozu
inhibe ettigi ve oksidatif stres iizerine olumlu etkisinin oldugu gozlemlendi.

Bu calismanin sonuglari AS hastaliginda nétrofillerde intrasitoplazmik Ca+2
akisinin ve oksidatif stresin dnemini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan Spondilit, Infliximab, Kalsiyum Sinyali, Oksidatif
Stres
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SUMMARY

“Effects of Infliximab, a TNF-a 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. Ca®" 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 ([Ca®']). Ca®" may affect
chemotaxis, adhesion, formation of arachidonic acid pathways products and free
oxygen radicals. The changes in [Ca®]; 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 [Ca®']; signaling, oxidative stress parameters and
apoptosis levels, in vitro.

Neutrophils were freshly isolated from the AS patients and incubated with 100
uM Infliximab during one hour. [Ca®"]; 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 [Ca®']; release increased in patient group and infliximab caused a
dramatic decrease on [Ca>']; 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 [Ca*"]; signaling and oxidative stress in
neutrophils of patients with AS.

Key Words: Ankylosing Spondylitis, infliximab, Calcium Signaling, Oxidative
Stress
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EK 1. BASDAI; (BATH ANKILOZAN SPONDILIT HASTALIK AKTIiVITE
INDEKSI)

Gegen hafta ile ilgili asagidaki sorular1 her ¢izgiye isaret koyarak yanitlayimz.

1. Gegen hafta iginde hissettiginiz yorgunlugun derecesini tanimlarmisiniz ?

Hig (0) (100) Cok yogun

2. Gegen hafta icinde hissettiiniz boyun, bel veya kal¢a agrisinin siddetini
tanimlarmisiniz ?

Hig (0) (100) Cok yogun

3. Boyun, bel, kalca disindaki eklemlerinizdeki agri / sisligin siddetini
tanimlarmisiniz ?
Hig (0) (100) Cok yogun

4. Basingla yada dokunmayla hassas olan bolgelerinizde hissettiginiz rahatsizligin

siddetini tanimlarmisiniz ?
Hig (0) (100) Cok yogun
5. Yataktan kalkarken hissettiginiz sabah sertliginin siddetini tanimlarmisiniz ?

Hig (0) (100) Cok yogun

6. Uyandiginizdan itibaren sabah sertliginiz ne kadar siiriiyor ?
0 saat 2 saat ve lizeri

12 1 1.5

TOPLAM SKOR: Biitiin sorularin skorlar1 bir cetvel yardimiyla 6l¢iiliir. 5. ve 6.
sorularin ortalama degeri, ilk dort sorunun skorlar1 toplamina eklenir. Toplam deger,

5’e boluinur. Bu elde edilen skor BASDAI skorudur.
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EK 2. BASFI; (BATH ANKILOZAN SPONDILIT FONKSIYONEL INDEKSI)

Hastalar 10 aktivitenin herbiri i¢in, kendi seviyelerini, gecen haftayr gbz Oniine

alarak 10 cm'lik Viziiel Analog Skalada (VAS) isaretlemelidirler.

1. Yardimsiz ¢orap ya da pantolon giymeniz

Kolay (0) (100) imkansiz

2.Yardimsiz yerden kalem almak i¢in 6ne egilmeniz

Kolay(0) (100) Imkansiz

3.Yardimsiz veya herhangibir yere tutunmadan oturdugunuz koltuktan kalkmaniz

Kolay (0) (100) imkansiz

4.Yerde sirt iistii yatarken yardimsiz kalkmaniz

Kolay (0) (100) Imkansiz

5. Rahatsizlik hissetmeden 10 dakika boyunca ayakta durmaniz
Kolay (0) (100) Imkansiz

6. Tutamaklar1 tutmadan veya herhangibir yardim almadan 12-15 basamak ¢ikmaniz
(her adimda bir basamak ¢ikacak sekilde)
Kolay (0) (100) Imkansiz

7. Evde veya is yerinde tiim giinliik aktiviteleri yapmaniz

Kolay (0) (100) imkansiz

8. Yardimsiz yiiksek bir rafa uzanmaniz

Kolay (0) (100) Imkansiz

9.Viicudunuzu dondiirmeden omuzunuzun iizerinden yana bakabilmeniz

Kolay (0) (100) imkansiz

10.Fizyoterapi egzersizleri, bahge isi ve spor gibi fiziksel aktiviteleri yapmaniz

Kolay (0) (100) Imkansiz

TOPLAM SKOR: Biitiin sorularin skorlar1 bir cetvel yardimiyla 6lgiiliir ve toplanir.
Toplam deger 10’a boliiniir. Elde edilen skor BASFI skorudur.



