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1.GIRIS

1.1. Romatoid Artrit

1.1.1. Tamim

Romatoid artrit baslica sinoviyal eklemler olmak tizere ¢esitli eklemlerde agr1,
siskinlik ve geri doniisiimii olmayan hasarlarla karakterize kronik inflamasyona neden
olan sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Romatoid artritin en belirgin 6zellikleri;
sinoviyal inflamasyon nedeniyle olusan kikirdak hasari, kemik erozyonu ve eklem

biitiinligii deformasyonlaridir (Sekil 1.1) (Emery, 2015).
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Sekil 1. 1. Saglikli ve romatoid artritli sinoviyal eklem



Tim diinyada en sik goriilen otoimmiin hastalik olan romatoid artritin
prevalansi yaklasik % 0.4—1.3’tiir (Sacks ve ark., 2010; Silman ve Hochberg, 2001).
Genetik ve cevresel faktorlerin hastaligin olusum ve gelisiminde énemli rol oynadigi
diistiniilmekle birlikte, etiyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak agiklanamamustir.
Ayn1 zamanda multisistemik bir hastalik olan romatoid artrit; eklemlerin yani sira
kardiyak, pulmoner, dermal, okiiler ve hematolojik tutulumlara neden olarak farkli
doku ve organlarda etki gostermektedir (Emery, 2015; Gibofsky, 2012; Moelants ve
ark., 2013; Spierings ve van Eden, 2017; Taylor, 2000).

1.1.2. Tarihge

Romatoid artrit ilk kez 1800°1ii yillarda Fransiz doktor Augustin Jacob Landré-
Beauvais tarafindan yeni bir hastalik olarak tanimlanmistir. Landré-Beauvais; siddetli
eklem agris1 yakinmalar1 olan, o donemde bilinen diger hastaliklarla agiklanamayan

patolojiyle seyreden bir grup hastay1 tedavi etmistir (Landré-Beauvais, 2001).

19. yiizyilin ortalarmda ingiliz doktor Alfred Garrod ilk kez romatoid artriti
guttan ayirmis ve “romatizmal gut” olarak tanimlamistir. Ancak romatoid artrit ve
osteoartriti birbirinden ayrramamus, ikisini tek bir hastalik olarak smiflandirmistir.
Alfred Garrod'un oglu Archibald Garrod 1890 yilinda romatoid artrit ile ilgili ilk
kapsamli kitabi yazmustir. Bu kitapta Landré-Beauvais tarafindan kesfedilen,
sonrasinda babasi Alfred Garrod tarafindan romatizmal gut olarak adlandirilan hastalik
igin ilk kez “romatoid artrit” terimi Kullanilmistir. 1907 yilinda ise ilk kez romatoid
artrit ve osteoartrit ayrimi yapilmistir (Garrod, 1890; Storey, 2001). Romatoid artrit
terimi; 1922 yilinda ingiliz Saghik Bakanligi, 1941 yilinda Amerikan Romatizma
Dernegi (ARA), 1957 yilinda ise Uluslararasi Romatizma ile Savas Birligi (ILAR)
tarafindan kabul edilmistir (Symmons, 2005).



1.1.3. Epidemiyoloji

Tim diinyada en sik goriilen otoimmiin hastalik olan romatoid artritin
prevalansi yaklasik % 0.4-1.3’tiir (Sacks ve ark., 2010; Silman ve Hochberg, 2001).
T.C. Saglik Bakanligi’nin 2011 Saglk Istatistikleri Y1lligi’na gore 15 yas ve iizeri
hastalik/saglik sorunu yasadiklarini belirten bireylerin en ¢ok yakindigi hastaliklar
siralamasinda romatoid artrit % 10.9 ile 3. sirada yer almaktadir (kadin: % 14.7, erkek:
% 6.9). 2013 Saghk Istatistikleri Yilligi’na gore ayni degerlendirme sonuglari
incelendiginde romatoid artritin % 9.1 ile yine 3. sirada oldugu goriilmektedir (kadin:
% 12.7, erkek: 9%5.3). Romatoid artritin goriilme siklig1 kentsel alanda yasayan
bireylerde % 7.5 iken (kadin: % 10.7, erkek: % 4.3), kirsal alanda yasayan bireylerde
bu oran % 12.5’e ylikselmektedir (kadin: % 16.9, erkek: % 7.7) (T.C. Saglik Bakanlig1
Saglik Istatistikleri Y1llig1, 2013). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun 2014 yilinda
yayimladigr rapora gore hekim tarafindan teshis edilen ilk bes hastalik/saglik
sorunlarinin dagilimi siralamasinda romatoid artrit; 1. hipertansiyon ve 2. bel bolgesi-
kas iskelet sistemi problemlerinden sonra 3. sirada gelmektedir (yas>15). Rapora gore
populasyonun % 7.9’unu etkileyen hastalik; kadinlarda % 11.4 oraninda goriiliirken,
erkeklerde bu oran % 4.2°ye diismektedir (TUIK, 2014).

Ulusal Artrit Verileri Calisma Grubu’nun 2008 yilinda yayinladigi rapora gore
ise Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde doktorlar tarafindan yaklasik 46.4 milyon
kisiye (% 21) artrit teshisi konmustur. 2030 yilinda bu saymin 67 milyona ulagsmasi
beklenmektedir. Ayni rapora gére romatoid artrit hastalarmin sayisi ise yaklagik 1.3
milyondur (Helmick ve ark.,, 2008). ABD Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri’nin 2013 yilinda yayinladigi raporda ABD’de artrit ve romatizmal
hastaliklara yakalanan yaklasik 52.5 milyon yetiskin (% 23) bulundugu ifade

edilmistir.

Kiiresel Saglik Epidemiyoloji Referans Grubu, Diinya Saglk Orgiitii
(DSO)’niin ayirdig: bolgelerde romatoid artritin prelavansmi degerlendirmistir. Bu

meta-analize gore diisiik ve orta gelirli iilkelerin yer aldigi bolgelerde hastalik



prevalanst Glineydogu Asyalilar i¢in %0.40, Dogu Akdenizliler i¢in %0.37,
Avrupalilar i¢in %0.62, Amerikalilar i¢in %1.25, Bat1 Pasifik Bolgeliler i¢in %0.42
bulunmustur (DSO, 2013; Rudan ve ark., 2015). DSO’niin 2016 yilinda yayinladig
bir baska rapora gore, gelismis iilkelerde 10 yildir romatoid artrit olan hastalarin

yarisindan fazlasinin tam zamanli bir iste ¢alisamayacak hale gelecegi bildirilmistir
(DSO, 2018).

1.1.4. Etiyoloji

Romatoid artritin olusum ve gelisim mekanizmas: heniiz kesin olarak
aydinlatilamamistir. Ancak genetik ve ¢evresel faktorlerin dahil oldugu birgok etkenin,
anormal otoimmiin cevabi tetiklemesi ile hastaligin ortaya ¢iktigi ve ilerledigi
diistiniilmektedir. Genetik ve cevresel faktorlerin yani sira cinsiyet, immiinolojik
bozukluklar, travmalar, enfeksiyoz etkenler, hormonal degisiklikler, beslenme, stres
gibi faktorlerin hastaligin etiyolojisinde rol oynayabilecegi bildirilmektedir. Hastaliga
yakalanma riskinin % 60’11 genetik faktorlerin, % 40’11 ise diger faktorlerin
olusturdugu diisiiniilmektedir (Sekil 1.2) (Hensvold ve ark., 2015; Silman ve Pearson,
2002; Smolen ve ark., 2016; Smolen ve ark., 2018).
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Sekil 1. 2. Romatoid artrit olusumu ve hastaligi etkileyen risk faktorleri

1.1.4.1. Genetik Faktorler

Romatoid artrit olusum ve gelisiminde genetik faktorlerin etkili oldugunu
gosteren bircok ¢alisma bulunmaktadir. Monozigot ikizlerde romatoid artrit
konkordansinin %12-15 oldugu ve bu oranin dizigotlara kiyasla 4 kat daha fazla
oldugu bildirilmistir (Silman ve ark., 1993). Seropozitif romatoid artrit hastalarinin
yaklasik %40-50, seronegatif romatoid artrit hastalarinin ise yaklasik %20-30'unda
ailesel hastalik riskinin arttigi ifade edilmistir (Frisell ve ark., 2016). Hastaligin
patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen bir¢ok gen bolgesi bulunmakta ve muhtemel
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi amaciyla ¢esitli g¢aligmalar yiiriitiilmektedir

(Cizelge 1.1) (Deane ve ark., 2017).



Cizelge 1. 1. Romatoid artrit hastaliginda etkili gen bolgeleri ve muhtemel mekanizmalar

Genetik Bolge Muhtemel mekanizma

HLA proteinlerinin kodladigt MHC  Sitriiline antijenlerin sunumu

bolgeleri (ortak epitop) Inflamasyonun artmasina yol acan hiicre ici etkiler
Hiicresel hiperreaktivite

PTPN22 PTPN22 ve PAD etkilesimlerinin bozulmasi ve
hipersitriilinasyon

IL-6 reseptorii Inflamasyon artisina bagli anormal IL-6 metabolizmas1

TNF reseptor iligkili faktor-1 Inflamasyon artis1

STAT4 Inflamasyon artis1

PAD tip 4 Inflamasyon artis1

Fc gama reseptor Antijen sunumunda artig

CD40, CC kemokin ligand 21,

CC kemokin reseptor 6 Inflamasyon ve hiicre aktivasyonunda artis

Metilasyon  degisiklikleri,  farklilasmig  protein

DNA metilasyon degisiklikleri transkripsiyonundan kaynaklanan inflamasyon artisi

Romatoid artrit riskini arttiran ve azaltan ¢ok sayida spesifik gen lokusu
tanimlanmistir. Ancak bu lokuslarin hastalik ile iligkisi incelendiginde ¢ogunun
olasilik oraninin (odds ratio) 2’den diisiik oldugu goriilmiistiir (Frisell ve ark., 2016;
Stahl ve ark., 2010).

Romatoid artrit riskini arttran en Onemli genetik faktér major
histokompatibilite  kompleksidir (MHC). Kromozom 6’da yer alan ve
immiinoregiilator fonksiyonlar: olan yaklasik 200 gen iceren MHC; siif I, sinif II ve
siif III olmak iizere 3 bdlgeden olusmaktadir. insan Lokosit Antijen-A (HLA-A),
HLA-B ve HLA-C simif I'de; HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOAB, HLA-DP, HLA-
DR ve HLA-DQ sinif II’de konumlanmaktadir. Sinif III ise sinif I ve II arasinda yer

almaktadir. Sinif II MHC lokusunun romatoid artrit genetik riskinin yaklagik



%40’1n1 olusturdugu bildirilmektedir (Milner ve Campbell, 2001). Romatoid artritte
oldukca onemli bir risk faktorii olan HLA gen ailesi immiin sistemin kendi
proteinlerini; viriisler, bakteriler gibi yabanci etkenler tarafindan tretilen
proteinlerden ayirmasina yardimci olur ve HLA kompleksi olarak bilinen bir grup
proteinin iretilmesini saglar (Newton ve ark., 2004). Romatoid artrit ile HLA-
DRB1 geni arasinda bir iliski oldugu bulunmus ve bu hipotez “ortak epitop” olarak
tamimlamustir (Gregersen ve ark., 1987). Ortak epitop hipotezine gére romatoid
artrit ile DRBI zincirinin tgiincii hiper degisken bolgesindeki 70-74 kalintilarini
iceren (""QRRAA", "'RRRAA", ""QKRAA’*) aminoasit dizilimini kodlayan HLA-
DRBI1 alleli arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Yalniz QKRAA iceren HLA
zinciri tasiyan bireylerde romatoid artrit gelisme olasiliginin 4-6 kat arttigi ifade
edilmistir. Romatoid faktér (RF)-seropozitif romatoid artrit rélatif riskinin; ortak
epitop geni tasiyan, hig¢ sigara igmemis kisilerde 2.8 (% 95 Giiven Araligi (GA): 1.6-
4.8); ortak epitop geni tasimayan sigara igicilerde 2.4 (% 95 GA: 1.3-4.6); ortak epitop
geni tagiyan, sigara igicilerde ise 7.5 (% 95 GA: 4.2-13.1) oldugu ifade edilmistir. Cift
ortak epitop geni tasiyan sigara i¢icilerde ise RF-seropozitif romatoid artrit rolatif
riskinin 15.7 (GA: 7.2-34.2) oldugu bildirilmistir (Padyukov ve ark., 2004). Sigara
igen ve HL-DR c¢ift ortak epitop geni tasiyan bireylerde romatoid artrit gelisme
riskinin sigara igmeyen ve ortak epitop tasimayanlara oranla 21 kat arttig1 ifade
edilmistir (Klareskog ve ark., 2006). Romatoid artrit riski agisindan ortak epitop
alelleri S1, S2, S3P, S3D ve X olarak 5 gruba ayrilmistir. S2 ve S3P yiiksek risk,
digerleri ise disiik risk gruplart olarak simiflandirilmistir (Barnetche ve ark., 2008;
Lundstrom ve ark., 2009).

MHC smuf II HLA-DR4 aleli olan bireylerde romatoid artrit gelisimi odds
oraninin ~ 5:1  oldugu  bildirilmistir. DRB1°0401, 0404, "0405, “0408, “09,
0101, 0102, “1001, *1302, “1402 allellerinin romatoid artrit riskini arttirdig1 ifade
edilmistir. Farkli etnik gruplarda romatoid artrit iliskili predominant allellerin
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Beyaz irkta DRB1°0401 ve “0404, Japonlarda ve
Korelilerde “0405, Afrikan-Amerikalilarda *1101 ve *1302 allellerinin hastalik
riskini arttirdig1 ifade edilmistir (Hughes ve ark., 2008; Kim ve ark., 1997; Mewar ve

ark., 2008; Milicic ve ark., 2002). Bazi allellerin varliginin ise romatoid artrite karsi



koruyucu rol oynadigi belirtilmistir. Iranlilar ve Asyalilarda DRB1*03,
Slovakyalilar ve Finlandiyalilarda *07 ve *13, Tirklerde *13, Meksikan-
Amerikalilarda *08, Afrikan-Amerikalilarda *11’in bu alleller arasinda yer aldigi
ifade edilmistir (del Rincon ve Escalante, 1999; Hughes ve ark., 2008; Jun ve ark.,
2007; Kinikli ve ark., 2003; Laivoranta-Nyman ve ark., 2004; Sandoughi ve ark.,
2011; Stark ve ark., 2009; Ugar ve ark., 2012). Ayrica HLA-DRB1*1301 allelinin
Anti-Sitriline (Sitriillenmis) Peptid Antikor (ACPA) pozitif romatoid artritte
koruyucu oldugu bildirilmistir (van der Woude ve ark., 2010).

B ve T hiicrelerin immiin aktivasyon esiginde azalmaya neden olan Protein
Tirozin Fosfataz Non Reseptor 22 (PTPN22) genindeki polimorfizm romatoid artrit
ile iligkilendirilen diger 6nemli genetik faktordiir. Otoimmiinitede dnemli rol oynayan
peptidil arjinin deaminaz (PAD) enziminin PTPN22 etkilesimleri nedeniyle bu
polimorfizmin hipersitriilinasyona neden olabilecegi ifade edilmistir (Chang ve ark.,
2015; Rieck ve ark., 2007; Valesini ve ark., 2015). PAD enzimleri ile iligkili genlerin
yani sira Sitotoksik T lenfosit lliskili antijen (CTLAA4), interlokin (IL), niikleer faktor
kappa B (NF-«kB), sinyal dontstiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii-4 (STAT4) gibi
inflamatuvar yolaklarda rol alan genlerin de romatoid artrit olusumunda etkili oldugu
diistiniilmektedir (Daha ve ark., 2009; Kishimoto ve Tanaka 2015; Plenge ve ark.,
2005; Reyes-Castillo ve ark., 2018).

1.1.4.1.1. Epigenetik Faktorler

Genetik faktorlerin yani sira epigenetik degisikliklerin de romatoid artrit
gelisimi ve hastalik aktivitesinde etkili oldugu ifade edilmistir (Bottini ve Firestein,
2013). DNA metilasyonu ve histon asetilasyonunun romatoid artrit gelisiminde etkisi
oldugu bildirilmistir. Saglikli bireylerle karsilastirildiginda romatoid artrit hastalarinin
MHC bolgelerinde farkli metilasyon modelleri gosteren kiimeler tanimlandigi, DNA
metilasyonunun genetik risk {izerine etki eden bir faktor oldugu ifade edilmistir (Liu
ve ark., 2013). Romatoid artrit hastalarmin eklemlerindeki fibroblast benzeri

sinoviyositlerin genomlariin ¢esitli bolgelerindeki metilasyon degisikliklerinin gen
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ekspresyon diizeylerini etkiledigi belirtilmistir. Bu degisikliklerin hastalik aktivitesini
artmasimna neden oldugu ve daha aktif-agresif romatoid artrit olusumu ile
iliskilendirildigi bildirilmistir. Baz1 arastirmacilar ise bu degisikliklerin hastaligin
ilerleyen dénemlerinde ortaya ¢iktig1 ve baslangi¢c donemlerine etki etmedigini ifade
etmistir (Maeshima ve ark., 2016; Whitaker ve ark., 2013). Romatoid artriti farkli
diizeylerde olan monozigot ikizler incelendiginde EXOSCI1’deki (RNA
degredasyonunu kodlayan protein) DNA metilasyonunun hastaliktan ckilenen ve
etkilenmeyen ikiz eslerinde farklilik gosterdigi ifade edilmistir (Gomez-Cabrero ve
ark., 2016). Ayrica DNA metilasyonunun, g¢evresel faktorlerin hiicresel aktivite
diizeylerinde olusturdugu degisikliklerin indiiklenmesine yol agtig1 bildirilmistir.
Sigara igen ACPA-pozitif romatoid artrit hastalardan HLA-DRB1 risk aleli
tastyanlarin metilasyon diizeylerinin, risk aleli tasimayanlardan daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Sigara igmeyen grupta ise metilasyon farkliligi gézlenmedigi ifade

edilmistir (Meng ve ark., 2017) .

1.1.4.2. Cinsiyet

Otoimmiin hastaliklar kadinlarda erkeklere oranla daha sik gdzlenmektedir
(Pennell ve ark., 2012). Genetik ve g¢evresel faktorlerin yani sira hormonal
farkliliklarin da otoimmiin siiregleri etkileyerek immiin sistemde fonksiyon
bozukluklarina yol agtigi diigiiniilmektedir. Romatoid artrit 50 yasin altindaki
kadinlarda erkeklerden 4-5 kat daha fazla goriiliirken, bu oran 60-70 yas araliginda 2
kata diigmektedir (Kvien ve ark., 2006). Kadinlarda puberte, gebelik, emzirme,
menopoz gibi donemler; hormon replasman tedavisi ve oral kontraseptif kullanimi gibi
etmenler hormon seviyelerini degistirmektedir. Bu degisiklikler romatoid artrit gibi

otoimmiin hastaliklarin olusumu ve gelisimine etki etmektedir.

Farkl1 irklar {izerinde yapilan birgok ¢alisma dogum sonrasi ilk bir kag yilda
romatoid artritin ilk tan1 sikliginin arttigin1 géstermektedir. Anne ile fetiis arasindaki
gecis, Ostrojen ve prolaktin gibi hormanlarin seviyesindeki degisiklikler romatoid artrit

riskini etkilemektedir. Gebelik, emzirme, hormon yerine koyma tedavisi ve oral
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kontraseptif kullaniminin romatoid artrit i¢in korucuyu faktorler arasinda oldugu ifade
edilmistir (Ackerman ve ark., 2016; Lopez ve ark., 2009). Azalmis endojen Gstrojen
tiretimi ile karakterize Turner’s sendromu olan hastalarda romatoid artrit riskinin
arttigi bildirilmistir (Jergensen ve ark., 2010). Hormon yerine koyma tedavisinin,
endojen hormon diizeylerini etkileyerek romatoid artrit riskinin azalmasina neden
olabilecegi ifade edilmistir. Oral kontraseptif kullaniminin RF pozitiflik oranim
azalttigr  bildirilmistir (Alpizar-Rodriguez ve ark.,, 2017). Otoantikorlarin
glikolizasyonu, T ve B hiicre fonksiyonlarindaki degisiklikler gibi immiinolojik
sirecler romatoid artritin  erken donemlerinde ve hastalik aktivitesinin
degerlendirilmesinde onemli rol oynamaktadir. Ancak bu degisikliklerin gebelik,
genitoiiriner yapi, hormon diizeyleri gibi kadina 6zgii diger faktorler tizerine etkileri
kesin olarak bilinmemektedir. Erken menopoz, polikistik over sendromu, pre-eklampsi
gibi etkenlerin ise romatoid artrit riskini arttiran faktorler arasinda yer aldigi ifade
edilmistir (Alpizar-Rodriguez ve ark., 2017; Mollard ve ark., 2018).

1.1.4.3. Cevresel Faktorler

Diyet, ilag¢ kullanimi, yagsam tarz1 gibi gevresel faktorler romatoid artrit olusum
ve gelisim riskini etkilemektedir. Sigara dumani ve mesleki toz maruziyeti, hava
kirliligi, diisik D vitamini diizeyi, kirmizi et tiiketiminin artmasi ve obezitenin
romatoid artrit riskini arttiran faktorlerden oldugu disiiniilmektedir. Statin ve oral
kontraseptif kullanimi, hormon yerine koyma tedavisi, balik ve omega 3 yag asidi
tiketimi ve saglikli diyetin ise romatoid artrit riskini azaltabilecegi bildirilmektedir.
Ancak bu risk faktdrlerinin romatoid artrit ile iliskisi kesinlesmediginden konu ile ilgili

arastirmalar devam etmektedir (He ve ark., 2016; Stamp ve ark., 2005).
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1.1.4.3.1. Sigara

Romatoid artrit olusumu ic¢in en gilglii g¢evresel faktdr sigara dumani
maruziyetidir. Lokal ve sistemik olarak immiin yolaklari etkiledigi diistiniilen sigara
dumaninin en 6nemli sistemik etkilerinden biri eklemlerde hasara yol agarak romatoid
artrit riskinin artmasina neden olmasidir. Romatoid artrit ile sigara igimi iliskisinin
incelendigi bir¢cok ¢alismada tahmini odds oraninin 2’den fazla oldugu goriilmiistiir.
Sigara i¢imi ve pulmoner makrofajlardaki sitriiline proteinlerin yiiksek diizeyde
olmasinin bronko-alveolar lavaj sivisinda sitriiline protein miktarinin artmasina neden
oldugu bildirilmistir (Makrygiannakis ve ark., 2008). Sigaranin, QKRAA igeren HLA
zinciri tagiyan bireylerde romatoid artrit riskini 20-40 katina kadar arttirdigi
belirtilmistir (Lundstrom ve ark., 2009). Sigara igen bireylerde romatoid artrit
yoklugunda dahi RF diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir (Klareskog ve ark., 2010).
Sigara i¢iminin sitrulinasyonu arttirarak sitruline protein olusumuna neden oldugu ve
ACPA firetimini indiikledigi ifade edilmistir (Arnson ve ark., 2010; Hensvold ve ark.,
2015; Mclnnes ve Schett, 2007).

1.1.4.3.2. Endiistriyel Tozlar

Silika, asbest, komiir tozu gibi tozlara maruziyetin romatoid artrit riskini arttig
bildirilmigtir. Silika maruziyetinin 18-70 yas araligindaki erkeklerde romatoid artrit
riskini 2.2 (%95 GA: 1.2-3.9), 50-70 yas araliginda ise 2.7 (%95 GA: 1.2-5.8) kat
arttirdigr ifade edilmistir. Degerlendirmeler sigara, yas, yasam alani gibi karistirict
faktorlerin etkisi elimine edilerek yapilmistir. Maruziyetin daha yiiksek oldugu
diistiniilen kaya delme ve tas kirma islerinde ¢alisan erkek is¢ilerde ise hastalik riskinin
silika maruziyetinden daha fazla oldugu bildirilmistir (Odds orani: 3.0, %95 GA: 1.2-
7.6) (Stolt ve ark., 2005). Kadinlarda tekstil tozlarina mesleki maruziyet sonucunda
romatoid artrit riskinin arttigr bildirilmistir (Odds orani: 2.8, %95 GA:1.6-
5.2). Mesleki toz maruziyetinin ACPA-pozitif romatoid artrit riskini 2.5 (%95 GA:
1.3-4.8), ACPA-negatif romatoid artritte ise 3.5 (%95 GA: 1.7-7.0) kat arttirdig1 ifade
edilmistir (Too ve ark., 2016). Asbeste maruz kalan erkeklerde odds oran1 1.61 (%95
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GA: 1.32-1.97) iken; karistirict faktorler silika maruziyeti, alkol ve sigara
kullaniminin etkisi elimine edildiginde oran 1.35 (%95 GA: 1.08-1.70)’e; kadinlarda
ise 1.34 (%95 GA: 0.93-1.93)’ten 1.07 (%95 GA: 0.73-1.57)’ye diistiigi bildirilmistir
(lar ve ark., 2017).

1.1.4.3.3. Beslenme

Viicutta D vitamini seviyelerinin azalmasi romatoid artrit riskini arttirmaktadir.
Endojen antioksidanlarin azalmasina bagl olarak serbest radikal diizeylerinin artmasi
oksidatif strese neden olmaktadir. Artmis oksidatif stres diizeyleri romatoid artrit
riskinin de artmasina yol agmaktadir. Kirmizi et basta olmak iizere protein agirlikli
beslenme ve yiiksek miktarda seker tiikketiminin romatoid artrit riskini arttirdig: ifade
edilmistir. Yiiksek miktarda balik ve omega-3 yag asidi tiikketiminin ise romatoid artrit
riskini azaltan faktorlerden oldugu bildirilmistir. Omega-3 yag asidi takviyesi alan ve
dolayisiyla kan yag asidi seviyeleri yiiksek kisilerde ACPA(+)’lik ve RF diizeylerinin
azaldig: belirtilmistir. Hayvansal yag ve seker acisindan fakir; meyve, sebze ve tahil
agisindan zengin diyetin romatoid artrit riskini azalttig: bildirilmistir (Berube ve ark.,
2017; Pattison ve ark., 2004; Simopoulos, 2002; Tedeschi ve ark., 2018).

1.1.4.3.4. Enfeksiyon Etkenleri ve Bagirsak Mikrobiyotasi

Mikroorganizmalarin hem mukozal ylizeylerde, hem de sistemik olarak
immiiniteyi etkiledigi  disiiniilmekte, bu etkinin olusum mekanizmasinin
aciklanabilmesi i¢in bir¢ok ¢alisma yiiriitilmektedir. Mukozal yiizeylerin romatoid
artrit aracili otoimmiinite olusumu ve inflamasyon icin kaynak olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismalarda akciger, bagirsak, gastrointestinal ve oral mukozal
yiizeylerdeki mikroorganizmalarin genetik, cinsiyet, diyet ve gevresel faktorler ile
etkilesiminin  mukozal inflamasyona neden olabilecegi bildirilmistir. Etki
mekanizmasi kesin olarak agiklanamamakla birlikte, lokal doku stresinin peptidlerin

post-translasyonel modifikasyonuna yol agtig1 ve antikor olusumunu indiikledigi ifade
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edilmistir. Ayrica patojen kaynakli peptidlerin, B ve T hiicrelerin aktivasyonuna neden
olarak  hastaligi  indiikleyebilecegi  bildirilmigtir.  Mukozal  yiizeylerdeki
mikroorganizma yogunlugu, ¢esitliligi ve mukozal inflamasyonun romatoid artrite
neden olabilecek immiinolojik siireci etkileyebilecegi belirtilmistir. inflamasyondaki
artigin romatoid artrite bagli immiin toleransta ilk kirilmalara yol agarak once lokal,
sonrasinda sistemik otoimmiinite duyarliligini artmasina neden olabileceg ifade

edilmistir (Demoruelle ve ark., 2014; Koziel ve ark., 2014).

Deney hayvani ve insan calismalar1 Porphyromonas gingivalis, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Epstein—Barr viriis, sitomegaloviriis ve mikoplazma gibi
etkenlerin romatoid artritin etiyopatogenezinde rol aldigin1 gostermistir (da Rocha
Sobrinho ve ark., 2011; Ebringer ve Rashid, 2006; Mikuls ve ark., 2012; Puntis ve
ark., 2013; Takeda ve ark., 2000). Bakteri ve viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarin
RF olusumunun indiiklenmesine yol agtigi bildirilmistir. Akut poliartraljiye neden
olan Chikungunya viriisiiniin bazi hastalarda romatoid artrite benzer profil ortaya

cikarttigi bildirilmistir (Smolen ve ark., 2018).

Bagirsak mikrobiyotasinin romatoid artrit gelisiminde olduk¢a 6nemli bir rolii
oldugu ifade edilmistir. Romatoid artrit hastalarinda genel popiilasyona kiyasla
bagirsak mikrobiyota ¢esitliliginin azaldigi, ancak mikroorganizma miktarinin arttigi
bildirilmistir. Actinobacteria gibi diger bireylerde az bulunan taksonlarin, romatoid
artrit hastaarinda arttig1; digerlerinde bol bulunan taksonlarin ¢esitliliginin ise azaldig:
ifade edilmistir. Erken donem romatoid artrit hastalar1 kontrolle kiyaslandigida gruplar
arasinda mikrobiyom farkliliklar1 gézlendigi belirtilmistir. Heniiz tedavi edilmemis
erken evredeki romatoid artrit hastalarinda Prevotella copri diizeylerinin yiiksek
oldugu, hastaligin ilerleyen donemlerinde ise seviyelerin azaldigi ifade edilmistir
(Deane ve ark., 2017; Scher ve ark., 2016; Smolen ve ark., 2018). Ayrica bazi
mikroorgnizmalarin septik artrite neden oldugu ifade edilmistir. Staphylococcus
aureus’un septik artrite en sik neden olan mikroorganizma oldugu, sonrasinda
Streptococcus tiirlerinin (S. pyogenes, S. pneumoniae) geldigi bildirilmistir (Chong,
2018; Corrado ve ark., 2016). Gastrointestinal mikroorganizmalarin da artrit ve

otoimmiinite gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu mukozalardaki Escherichia
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coli, cesitli Proteus (Orn: Proteus mirabilis) ve Klebsiella tiirlerinin varligi (Orn:
Klebsiella pneumonia) otoantikor pozitif romatoid artritle iligskilendirilmistir (Deane
ve ark., 2017; Hensvold ve ark., 2015).

1.1.4.3.5. Periodontitis

Periodontal hastaliklar, kronik inflamasyon ve inflamatuvar kemik erozyonuna
neden olmalar agisindan romatoid artritle benzerlik gostermektedir. Periodontitis gibi
oral mukozadaki inflamasyonlarin neden oldugu hastaliklar preklinik romatoid artrit
basta olmak iizere cesitli inflamatuvar artrit tipleri ile iliskilendirilmektedir.
Periodontal inflamasyonun temel sebebi oldugu diisiiniilen Porphyromonas
gingivalis’in otoantikor diizeylerinde yol agtigi degisimin, romatoid artrite bagh
otoantikorlardaki degisimlerle iliskili oldugu bulunmustur (Mikuls ve ark., 2012).
Periodontal hastaligi olan bireylerin periodontal sivilarinda ACPA bulundugu
gosterilmistir (Harvey ve ark., 2013). Porphyromonas gingivalis ve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans’in erken evre romatoid artriti tetikledigi ifade edilmistir. Bu
bakterilerin insan dokusunu sitruline edebilen, enolaz gibi bakteriyel iriinler
tiretebilen PAD olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Sitriilinasyon sonucu PAD tip
4 gen ekspresyonunun arttig1, hastalik toleransinin azaldigi ve hastanin romatoid artrit
gelisimi i¢in duyarli hale geldigi ifade edilmistir (Laugisch ve ark., 2016; Smolen ve
ark., 2018).

1.1.4.4. immiinolojik Faktérler

Romatoid artrit gelisiminin temel olarak {ic fazda gergeklestigi
distiniilmektedir. Bunlar pre-artrit faz, ge¢is fazt ve klinik faz olarak
smiflandirilabilmektedir. Pre-artrit fazda genetik ve gevresel faktorlerin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu faktorlerin etkilesmesiyle immiin toleransin azaldigr ve
hastaligin olugsmaya basladigi donem gecis fazi olarak adlandirilmaktadir. Adaptif ve

dogal immiin sistemin asir1 aktivasyonu {iclincii donemin baglamasima neden
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olmaktadir. Hastaligin kesin olarak ortaya ciktigi ve genellikle taninin kondugu bu
donem ise klinik faz olarak adlandirilmaktadir (Alam ve ark., 2017; Delves ve ark.,
2017).

Romatoid artritin erken doneminde eklemlerin sinoviyal yiizeyinde
bulunan fibroblast benzeri sinoviyosit diizeyi artmaktadir. Sinoviyositlerin sayisal
artisinin devam etmesi, bu yapilarin eklem yiizeyine yapismasina neden olmaktadir.
Sonrasinda mononiikleer hiicreler eklem i¢ine sizmakta ve yiiksek miktarda
proinflamatuvar sitokin salgilanmasi indiikklenmektedir. Sinoviyosit proliferasyonu ve
aktivasyonunun indiiklenmesi pannus olusumuna yol agmaktadir. Pannus olusumuna
neden olan fibroblast benzeri sinoviyositler ve kikirdaktaki kondrositler; matriks
metalloproteinazlar1 ve artikiiler matrikste hasara neden olan diger proteolitik
enzimlerin salimini aktive etmektedir. Bu hiicrelerin etkilesimi proinflamatuvar
sitokin iiretimini indiikleyen bir diger etkendir. Sonucta eklemlerde 6dem gelismekte
ve ilerleyici eklem hasari olusmaktadir. Bu inflamatuvar siirecin indiiklenmesi
hastaligin ilerlemesine ve eklemlerde sislik, agri, erozyon, sabah tutuklugu ile birlikte
sistemik etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Kay ve Calabrese, 2004; Hunter
ve ark., 2012).

Romatoid artritin olusum ve gelisiminde genetik, ¢evresel ve immiinolojik
faktorlerin gorev aldigi bilinmektedir. Ancak tiim bunlara ragmen hastaligin
patogenezi heniiz tam olarak agiklanamamustir. T lenfositleri, makrofajlar gibi immiin
hiicrelerin etkilegimleri sonucu eklemlerde inflamasyonun artmasi ile hastaligin ortaya
ciktig1 disiiniilmektedir. Bu hiicreler; anti-inflamatuvar, pro-inflamatuvar veya
immiinregiilator 6zellik gosteren “sitokin” adi verilen proteinler araciligiyla
etkilesmektedir. Saglikli bireylerde farkli etki gosteren sitokinler denge halindeyken,
romatoid artrit hastalarinda bu dengenin ¢ogunlukla pro-inflamatuvar sitokinler lehine
kaydig goriilmektedir. Hastalik sirasinda immiin yanit olusmasinda sitokinlerin
yanisira inflamazom adi verilen multi-protein komplekslerinin de rol oynadigi
diistiniilmekte, son zamanlarda bu konu ile ilgili yeni ¢alismalar yiiriitiilmektedir

(Brennan ve Mclnnes, 2008; Mao ve ark., 2017).
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1.1.4.4.1. Sitokinler

Sitokinler; immiin sistemin patojenlere ve diger antijenlere karsi olusturdugu
immiin yamtin diizenlenmesinde gorev alan immiinomodiilatér ozellikli, diisiik
molekiil agirlikli, polipeptid yapida molekiillerdir. Inflamatuvar yanitlarin
diizenlenmesinde gorev alan T ve B lenfositleri, makrofajlar, mast hiicreleri gibi
hiicreler basta olmak tizere bir¢ok immiin ve non-immiin hiicreden salinmaktadirlar.
Viicutta belirli bir diizeyde denge halinde bulunan sitokinlerin diizeylerindeki artis ve
azalislar immiin sisteme bagli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Pro-
inflamatuvar sitokin diizeylerindeki artis romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin
indiiklenmesine yol agmaktadir (Chaplin, 2010; Dinarello, 2007; Vilcek, 2003).

Bu yapilar ilk kesfedildiklerinde sadece lenfositlerden salindigi
diisiiniildiiginden lenfokin olarak isimlendirilmistir. Ancak sonrasinda diger immiin
ve non-immiin hiicrelerden de salinabildigi bulunmus ve sitokin olarak
adlandirilmistir. Sitokinler; yapilari, olusturduklari etkiler, salindiklar1 hiicreler gibi
farkli 6zellikleri temel alinarak siniflandirilabilmektedir. Yapilarina gore sitokinler;
IL’ler, kemokinler, monokinler, interferonlar (IFN), TNF’ler, koloni stimiile edici
faktorler (CSF’ler), biiyiime faktorleri olmak iizere gruplandirilabilirler (Cizelge 1.2)
(Dinarello 2007; Janeway ve ark., 2001; Metcalf, 2013).

Cizelge 1. 2. Yapilarina gore sitokinler ve gorevleri

Sitokinler Ozellikleri

Lokositler arasinda mediyator olarak gorev alan sitokinlerdir. Immun

hiicrelerin bilyiimesi, farklilasmas1 ve aktivasyonunda rol oynarlar.

[ 7ler Hiicre ylizeylerindeki yiiksek afiniteli reseptorlere baglanarak hiicre ve
dokularda bir¢ok reaksiyonun ger¢eklesmesine aracilik ederler.
Inflamasyon sirasinda immiin hiicrelerin kemotaksisini saglayan

Kemokinler sitokinlerdir. Yapilarinda sistein grubu igerirler. C-C grubu temelde

mononiikleer hiicrelere, C-X-C grubu (yapisinda 1 aminosit tasir) ise

nétrofillere kemotaktik etki gdsterir.
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Cizelge 1.2. Devam

Monokinler Monosit ve makrofajlardan salinan sitokinlerdir.

Hiicrelerde viral proliferasyonu inhibe etme Ozelligi gosteren
IFN’ler sitokinlerdir. Bakteriyal ve parazitik enfenksiyonlarda da gorev alir.

Immunregiilator 6zeligi vardr.

Timor hiicrelerinin nekroza ugramasi sirasinda gorev aldiklar i¢in bu

TNF’ler o )

ismi almiglardir. Baslica makrofajlardan salgilanirlar.

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerden kan hiicresi
CSF’ler olusumunu stimiile eden ve aktivasyon saglayan diizenleyici

faktorlerdir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive ederler.

Hiicre Dbiiylimesi, c¢ogalmast ve farklilasmasinda goérev alan
Biiyiime faktorleri o } )
sitokinlerdir. Beyaz kan hiicrelerinden salgilanirlar.

Sitokinler, diger sitokinlerin etkilerini azaltip arttirabilmektedir. Otokrin,
parakrin ve endokrin olmak tizere ti¢ farkli sekilde etki gostermektedirler. Otokrin etki,
sitokinin salgilandig1 hiicre veya dokuda etki gostermesidir. Parakrin etki, sentezlenen
sitokinin hiicreler arasinda salinarak komsu hiicrede etki gostermesidir. Endokrin etki
ise sentezlenen sitokinin etkisini kan yoluyla uzaktaki hedef hiicre veya dokuda

gostermesidir.

Olusturduklar1 immiin cevaba gore sitokinler; adaptif bagisiklik, pro-
inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sinyal olusturanlar olarak siniflandirilabilmektedir
(Cizelge 1.3) (Abbas ve ark., 2017; Delves ve ark., 2017; Turner ve ark., 2014).
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Cizelge 1. 3. Sitokinlerin olusturduklar1 immiin yanita gore siniflandirilmast

immun cevap Aile Uyeler
Adaptif bagisiklik IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21
IL-12 IL-12, IL-23, IL-27, IL-35
Anti-inflamatuvar sinyal = o IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28,
IL-29
L1 IL-10, IL-1p, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-36
IL-6 IL-6, IL-11, IL-31
Pro-inflamatuvar sinyal TNF TNFo, TNFP,
IL-17 IL-17, IL-25
IEN IFNa, IFNB, IFNy , IFNw, IFNk

Sitokin reseptorleri, ekstraseliiler ve sitoplazmik bolge olmak tizere iki temel
kisimdan olugmaktadir. Sitokin reseptorleri yapilarina gore siniflandirilabilmektedir
(Cizelge 1.4) (Sekil 1.3) (Akdis ve ark., 2011; Dinarello, 2007; Miyajima ve ark.,
1992).

K
L

Tip I/IT TNF IL-1 Reseptir TGF- p
reseptirleri  reseptirleri  reseptérleri tirozin kinazlar  reseptérleri

Sekil 1. 3. Sitokin reseptor ailesi
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Cizelge 1. 4. Yapilarina gore sitokin reseptorleri ve drnekleri

Reseptor Tipi Ornek

Eritropoietin, trombopoietin, prolaktin, bilylime hormonu
ve leptin gibi hormonlar:

Tip | (hematopoietin ailesi) CSEler

reseptorleri IL’ler (IL-2, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-15, IL-21, IL-23,
IL-27, IL-31, IL-35)
IFN-a, IFN-B, IFN-y

Tip I (IFN ailesi) reseptorleri IL’ler (IL-10, IL-19, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-
28, I1L-29, IL-30)

TNF reseptorleri TNF-a, TNF-

IL-1 reseptorleri ve toll benzeri

reseptorler (TLRler) IL-1a, IL-B, IL-18, IL-33, IL-36, IL-37, IL-38

IL-17 reseptorleri IL-17
Reseptor tirozin kinazlar Kok hiicre faktor-1, IL-16, IL-3, IL-32
TGF-p reseptorleri TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3

Farkli sinyaller lireten immiinoregiilator sitokinlerin arasindaki dengenin
pro-inflamatuvar O6zellik gosterenlerin lehine bozulmasi romatoid artrit gibi
inflamatuvar hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Brennan ve
Mcinnes, 2008; Turner ve ark., 2014).

Romatoid artritin patogenezinde ilk asama immiindisregiilasyondur.
Inflamatuvar mediyatdrlerin salinmasi ile eklem sinoviyumlarindaki hiicrelerin
etkilesmesi sonucu doku tahribati ortaya ¢ikmaktadir. Antijen sunan hiicreler ve yiizey
farklilasma antijeni (CD)+4 T hiicreleri arasindaki etkilesim bu olaylarin baglamasina
veya baglamis olaylarin tetiklenmesine neden olmaktadir. TNF-o, IL-1 gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinmasi makrofaj aktivasyonuna yol a¢maktadir. Bu
sitokinler eklem kikirdagindaki sinoviyal fibroblastlar ve kondrositleri stimiile ederek

proteoglikan ve kollajen parcalayici enzimlerin salgilanmasmma yol agmaktadir.
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Sonugta doku tahribati ortaya ¢ikmaktadir. Romatoid artritte 6nemli gorevi olan
sinoviyal fibroblastlarin, T hiicreleri ve diger inflamatuvar hiicrelerin yoklugunda
dahi, bu hiicrelerden bagimsiz farkli yolaklar araciligiyla ilerleyici eklem hasarina
katki sagladig1 bildirilmistir. inflamasyona ugramis sinoviyal dokular incelendiginde,
makrofajlar ve sinoviyal fibroblastlardan sitokin ve biiyiime faktorleri salgilandigi
goriilmiistiir (Lubberts ve van den Berg, 2013; Mcinnes ve Schett, 2007; Turner ve
ark., 2014).

Romatoid artritin olusum ve gelisiminde birgok mediyator sitokinin gorev
aldigir ifade edilmistir. Bu sitokinler incelendiginde; benzer fonksiyonlari olan
sitokinlerin var oldugu ifade edilmekle birlikte, birbirinden bagimsiz yolaklarda gérev
alan ve hastalik olusumuna katki saglayan sitokinlerin de bulundugu bildirilmistir
(Cizelde 1.5) (Hou ve ark., 2014; Mcinnes ve Schett, 2007; Moelants ve ark., 2013;
Turner ve ark., 2014).

Cizelge 1. 5. Romatoid artrit hastaliginda gérev alan mediyatorler ve fonksiyonlari

Mediyator Sitokin Fonksiyon

Lokositler, endotelyal hiicreler ve sinoviyal fibroblastlar1 aktive eder.
Sitokinler, kemokinler, adhezyon molekiilleri ve matriks enzimlerinin
tiretimini indiikler (Moelants ve ark., 2013)
TNE-o Regiilator T hiicre fonksiyonunu suprese eder (Croft, 2009).
Kikirdak ve kemik resorbsiyonu ve osteoklast aktivasyonu saglar (Redlich
ve ark., 2002).
Metabolik ve biligsel fonksiyon bozukluguna aracilik eder (Clark ve ark.,
2010).
Lokositler, endotelyal hiicreler ve sinoviyal fibroblastlar1 aktive eder (Kim ve
Luster, 2015).
IL-1q, IL-1B Kondrositlerden matriks enzim iiretimini indiikler (Moelants ve ark., 2013).
Ates olusumu (Dinarello, 2013), glukoz metabolizmasinda diizensizlik
(Holmes, 2017) ve biligsel fonksiyon bozukluguna aracilik eder (Liu ve Quan,
2018).
Akut faz cevabinin olugmasina etki eder (Bode ve ark., 2012).
B-lenfosit farklilagsmasinda gorev alir (Diehl ve ark., 2012).
Depresyonla iligkilendirilen, hipotalamusa bagli bozukluklarin olusmasinda
IL-6 rol oynar (Girotti ve ark., 2013).
Inflamasyon aracili kanser, obezite, diyabet gibi metabolizma hastaliklarinin
olusumuna etki eder (Mauer ve ark., 2015).
Lokosit ve osteoklastlart aktive eder (Ortiz ve ark., 2015).
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Cizelge 1.5. Devam

T hiicre ve dogal oldiiriicii hiicre aktivasyonuna katki saglar (Onishi ve

IL-7, IL-15 Gaffen, 2010). T hiicreler ile makrofajlarin bilissel etkilesimlerini korur (Jabri
ve Abadie, 2015). Apopotozisi bloke eder (Hou ve ark., 2014).
IL-17A. IL-17F Sinoviyal fibroblastlar, kondrositler ve osteoklastlarin aktivasyonunu
’ arttirmak igin sinerjistik davramis gosterir (Lubberts ve ark., 2005).
IL-18 Th1, nétrofil ve dogal dldiiriicii hiicrelerin aktivasyonunu arttirir (Gracie ve
ark., 2003).
IL-21 B hiicrelerini aktive eder (Rahe ve Murtaugh, 2017).
IL-23 Th17°yi arttirir (Gaffen ve ark., 2014).
IL-32 Cesitli 16kositlerin sitokin iiretimini aktive eder.
Osteoklast farklilagmasini arttirir (Joosten ve ark., 2006).
IL-33 Mast hiicreleri ve notrofillerin aktivasyonunda gorev alir (Hueber ve ark.,

2011).

Biiyiime ve Farkhlasma Faktorleri

B-lenfosit
stimiilatori

(BLyS)

Proliferasyon

B hiicrelerini aktive eder.
B hiicrelerinin olgunlasmasinda ve otoantikor iiretiminin gelistirilmesinde
gorev alir (Seyler ve ark., 2005).

indiikleyici ligand
(APRIL)
GM-CSF ve Sinoviyum ve kemik iliginde miyeloid kokenli hiicreler ve graniilositlerin
M-CSF farklilasmasini arttirir (Darrieutort-Laffite ve ark., 2014).

NF-xB ligandinin
reseptor
aktivatorii
(RANKL)

Osteoklast aktivasyonu ve maturasyonu arttirir (Xu ve ark., 2012)

Intraseliiler Sinyal Molekiilleri ve Transkripsiyon Faktorleri

Januz Kinaz
(JAK)

Sitokin aracili 16kosit maturasyonu ve aktivasyonu, sitokin {iretimi ve
immiinoglobulin tiretimini diizenler (Fleischmann ve ark., 2015).
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Cizelge 1.5. Devam

Dalak tirozin B ve T hiicrelerinin ve diger Fc reseptor tasiyan l1okositlerin immiin kompleks

kinaz ve antijen aracili aktivasyonunu diizenler (Iwata ve ark., 2015).

Fosfatidilinositol ~ Hiicre sagkalimi ve proliferasyonunu diizenleyen sinyallere aracilik eder
3-kinaz (Stark ve ark., 2015).

B hiicre reseptorii ve Fc reseptorii sinyalinin regiilasyonu araciligiyla B
hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri ve notrofillerin aktivasyonunda rol
oynar (Lou ve ark., 2015).

Bruton tirozin
kinaz (BTK)

NE-xB Hiicre sagkalimi ve inflamatuvar sinyalizasyona aracilik eder (Simmonds ve
Foxwell, 2008).

TNF-a, romatoid artritte inflamasyona neden olan 6nemli sitokinlerden
biridir. Baglica monositler, makrofajlar, fibroblastlar, B ve T hiicrelerinden
salgilanmaktadir. IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF gibi bir¢ok inflamatuvar sitokinin
salgilanmasini indiikleyici 6zellik gosterdigi ifade edilmistir. TNF-o’nin romatoid
artrit hastalariin serum ve sinoviyumlarinda temel sitokin oldugu bildirilmistir (Akdis
ve ark., 2016; Moelants ve ark., 2013). Romatoid artrit hastalarinin sinoviyal
hiicrelerinde  TNF-a blokajinin IL-1, 1L-6, IL-8, GM-CSF iiretimini azalttig
bildirilmistir (Vasanthi ve ark., 2007). TNF-a’nin pro-inflamatuvar sitokin diizeyinin
artmasin1  indiikleyerek anti-inflamatuvar ve pro-inflamatuvar mediyatorlerin
arasindaki dengenin bozulmasma yol ac¢tig1 ifade edilmistir (Brennan ve Mclnnes,
2008). Sitokin diizeylerindeki artisin endotelyal hiicrelerden adezyon molekiillerinin
salinimina ve diizenleyici T hiicrelerinin suprese olmasina neden oldugu, anjiyogenezi
stimiile ettigi ve agr1 olusumuna yol agtig1 bildirilmistir (Hess ve ark., 2011). TNF-a
ve IL-I’in kikirdak ve kemikte goriilen erozif degisikliklerde ve kronik eklem
inflamasyonda 6nemli rol oynadig1 ifade edilmistir. TNF-o’nin tek basina eklemlerde
hasara neden oldugu, bu etkiye IL-1 aktivasyonu eklendiginde sinerjistik etki ortaya
ciktig1 bildirilmistir. Ayrica romatoid artrit hastalar1 i¢in olduk¢a 6nemli sitokinler
olan IL-1a, IL-1P, IL-18 ve IL-33’iin; 16kositler, endotelyal hiicreler, kondrositler ve
osteoklastlarin aktivasyonuna neden oldugu ifade edilmistir (Lubberts ve van den
Berg, 2013; Zhang ve Zheng, 2016). Bunlara ilave olarak; romatoid artrit hastalarinin

sinoviyumlarinda BLyS, APRIL, RANKL gibi biiylime ve farklilasma faktorleri ile
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JAK, dalak tirozin kinaz, fosfatidilinositol 3-kinaz, BTK, NF-kB gibi intraseliiler
sinyal yolaklarinin aktive oldugu bildirilmistir (Fleischmann ve ark., 2015; Iwata ve
ark., 2015; Lou ve ark. 2015; Simmonds ve Foxwell, 2008; Stark ve ark., 2015).

1.1.441.1. 1L ler

IL’ler, immiin sinyalizasyonda énemli rol oynayan yaklasik 40 civari iiyesi
olan bir sitokin grubudur. IL-1, IL-2, IL-3 vb seckilde kesfedilme siralarma gore
isimlendirilmektedir.  Cogunlukla immiin hiicreler arasindaki baglantinin
saglanmasinda rol almakla birlikte; kilcal kan damarlarindaki endotelyal hiicreler,
hepatositler, epitelyal hiicreler, kemik iligi kok hiicreleri, fibroblastlar ve hatta merkezi
sinir sistemindeki néronlar iizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Hiicre tipi ve diger
sitokin sinyallerine bagli olarak ayni IL, farkli fonksiyonlar etkileyebilmektedir
(Akdis ve ark., 2016; Akdis ve ark., 2011). Romatoid artrit gibi inflamatuvar
hastaliklarda IL’lerin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Romatoid artritin temel
ozelligi olan kronik eklem inflamasyonunun artmasi sonucu eklem ve kikirdak
hasariin olusmasinda en temel IL’nin IL-1 oldugu ifade edilmistir (Cantarini ve ark.,

2015; Cavalli ve Dinarello, 2015; Kay ve Calabrese, 2004).

1144111 1L-1

IL-1; makrofajlar, biiylik graniiler lenfositler, B hiicreleri, fibroblastlar,
astrositler ve endotelyumdan salgilanan bir sitokindir. IL-1 ve ilgili proteinlerin salim1
inflamasyonun indiiklenmesine neden olmaktadir. IL-1’in; lenfosit aktivasyonu,
makrofaj stimulasyonu, I0kosit/endotelyal adezyonda artma, hipotalamus
stimulasyonuna bagl olarak ates ve karacigerden akut faz proteinlerinin salinimina
neden oldugu ifade edilmistir. Ayrica birgok hiicre tipinde apopotozis ve kaseksinin
indiiklenmesine yol agtig1 bildirilmistir. Klasik sinyal peptidinin eksikligi ve
salgilayict yolaga girmemesi nedeniyle hiicrelerden IL-1 ve tiirevlerinin salim

mekanizmasi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Bir¢ok hiicresel etken IL-1 ve
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iligkili proteinlerin salimina ve inflamasyonun tetiklenmesine neden oldugu ifade
edilmistir. Alarminler olarak adlandirilan bu yapilarin hiicresel hasarin habercileri
olarak gorev yaptig1 belirtilmistir (Bianchi, 2007; Cantarini ve ark., 2015; Cavalli ve
Dinarello, 2015; Kay ve Calabrese, 2004).

Romatoid artritte goriilen kikirdak ve kemik hasarmin olusumunda ve
ilerlemesinde IL-1’in 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. IL-1’in proteoglikan kaybinin
indiiklenmesi ve kondrositlerdeki notral proteinazlarin yapiminin stimiilasynu
araciligiyla kikirdak dokusunun parcalanmasina neden oldugu ifade edilmistir.
Romatoid artrit hastalarinin sinoviyal sivilari degerlendirildiginde kemiklerinde
erozyon olan hastalardaki IL-1 diizeylerinin, erozyon olmayanlardan daha yiiksek

oldugu ifade edilmistir (Firestein ve ark., 2012; Firestein ve ark., 1994).

IL-1 ailesinin agonist IL-1a, IL-1pB ve antagonist IL-1Ra olmak {izere 3 iiyesi
bulunmaktadir. Yap1 ve etki olarak benzerlikler gosteren IL-1a ve IL-1f, prekiirsor
proteinler olarak sentezlenmektedir. IL-1a; hematopoiezis, immiin yanit, ates ve sepsis
olusumu gibi inflamatuvar siireglerde gorev alan pleiotropik bir sitokindir. Temel
olarak makrofajlar, epitelyal ve endotelyal hiicrelerden salinmaktadir. Pro-
inflamatuvar 6zellikli bir sitokin olup biyolojik olarak aktif bir yapiya sahiptir. Yapinin
boliinmesi biyolojik aktivitesinin artmasina neden olmaktadir. IL-1p ise biyolojik
olarak aktif degildir. Prekiirsor protein pro-l1L-1p yapisinin bir uyaran araciligiyla
aktive edilmesi sonucu yarilmasi ile inflamatuvar siirecte gorev alan aktif IL-18
olugsmaktadir. IL-1f3’nin romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarda 6nemli oldugu

diistiniilmektedir (Akdis ve ark., 2011; Dinarello, 2018; Zhu ve ark., 2017).

1.14411.1.1.1L-1p

IL-1PB enfenksiyon ve yaralanmalar basta olmak iizere birgok inflamatuvar
stirecte rol alan 6nemli bir pro-inflamatuvar sitokindir. Makrofajlar ve monositler gibi
immiin sistem hiicreleri basta olmak tizere ¢ok ¢esitli immiin ve non-immiin hiicreden

salgilanmaktadir. IL-1B; lenfosit proliferasyonunun indiikklenmesi, adezyon
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molekiillerinin ekspresyonunun diizenlenmesi, lokositlerden; kemotaktik faktorler,
prostaglandinler, proteazlar ve prokoagiilanlar gibi inflamatuvar mediatorlerin
salinimi gibi inflamatuvar silireglerde gorev almaktadir. Baslangicta inaktif halde
bulunan 31 kDa’lik prekiirsor pro-IL-1p molekiiliiniin aktive olmasiyla 17 kDa’lik
olgun IL-1p yapis1 olusmaktadir. Kaspaz-1, kaspaz-8 gibi proteazlarla boliinene kadar
stoplazmada inaktif olarak bulunan pro—IL-1; bolinmeden sonra aktifleserek hiicre
disina taginmaktadir. IL-1p boliinmesinin inflamazom adi verilen bir multiprotein
kompleksinin aktivasyonu sirasinda gelisebildigi bildirilmistir (Lopez-Castejon ve
Brough, 2011; Mendiola ve Cardona, 2018).

Bir¢ok arastirmada cesitli otoimmiin veya enfeksiyoz hastaliklarda IL-1B
seviyelerinin arttigi belirtilmistir (Eklund ve ark., 2007; Joosten ve ark., 2010).
Romatoid artrit hastalarinda plazma IL-1p diizeylerindeki artigin, hastalardaki agri
skrou ve sabah tutuklugunun siiresi arasinda iliski oldugu bildirilmistir (Eastgate ve
ark., 1988). Romatoid artrit hastalarinin  sinoviyal sivilarindaki IL-1f
konsantrasyonlarinin osteoartrit, non-inflamatuvar eklem hastaligi veya travma
nedeniyle eklem hasar1 olusan hastalardan daha fazla oldugu ifade edilmistir (Kahle
ve ark., 1992). Obez romatoid artrit hastalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
serum IL-1f diizeylerinin viicut kitle indeksi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(Shoda ve ark., 2017).

1.14411.1.2.1L-18

18 kDa agirliginda bir glikoprotein olan 1L-18, 23 kDa’lik prekiirsorii pro-1L-
18’in kaspaz 1 araciligiyla enzimatik yikimi sonucunda olusur. Thl cevap gelisiminde
onemli gorevi olan bir pro-inflamatuvar sitokindir. Naif T lenfositleri, dogal dldiiriicii
hiicreler, makrofajlar, nétrofiller ve kondrositler iizerinde yaygin olarak eksprese
edilen a ve B zincirlerinden olusan heterodimerik reseptor araciligiyla biyoaktiviteye
aracilik eder. Dogal oldiiriicii hiicreler, makrofajlar ve notrofiller tarafindan sitokin
tiretimini indiiklenmesi ve aktivasyonunda goérev alir. Cogu hiicre tipi tarafindan

eksprese edilen IL-18’in temel gorevi dogal oldiiriicii hiicre aktivasyonu ve IFN-y
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indiiksiyonudur. Anjiyogenez ve timoér progresyonunun artmasimna, IL-4 ve IL-13
tiretiminin indiiklenmesine aracilik etmektedir (Gracie ve ark., 2003; Mclnnes ve ark.,
2000).

Romatoid artrit hastalarinin hem sinoviyumlarinda, hem de eklem kondrositleri
ve osteoblastlarinda IL-18’e rastlanmistir. 1L-18 knockout (—/—) farelerde kollajenin
indiikledigi artritin siddetinin ve insidansinin azaldigi bildirilmistir (Wei ve ark.,
2001). Romatoid artrit hastalarinin sinoviyal sivi ve dokularindaki IL-18’in, osteoartrit
ve diger artropatileri olan hastalara gore artis gosterdigi ifade edilmistir (Bresnihan ve
ark., 2002; Gracie ve ark., 1999). Romatoid artrit hastalarinin hastalik aktivitesi ile IL-
18 diizeyleri arasinda korelasyon bulundugu bildirilmistir (Petrovic-Rackov ve
Pejnovic 2006; Shao ve ark., 2009). IL-18’in eklem inflamasyonu, kikirdak hasari ve
anjiyogenezde gorev aldigi; TNF-a ve IL-1p diizeylerinde artisa neden oldugu ifade
edilmistir (Volin ve Koch, 2011).

1.1.4.4.2. inflamazomlar

Inflamazomlar, immiin hiicrelerin sitozoliinde yer alan biiyiik multimolekiiler
protein kompleksleridir. Inflamazom kompleksi temel olarak; bir reseptdr protein, bir
adaptor protein ve bir efektor proteinden olusmaktadir. Reseptor protein; genellikle
niikleotid baglama oligomerizasyon alan1 (NOD)-benzeri reseptér (NLR) olup,
yapinin aktive olmasina neden olan bir¢ok etken icin sensdr gérevi yapmaktadir.
Efektor protein kaspaz-1’dir. Adaptor protein, apoptozla iliskili speck-benzeri protein
(ASC) olup, iki temel alandan olusmaktadir. Bunlardan biri; N-terminal pyrin alani
(PYD), digeri C-terminal kaspaz aktivasyonu ve alim (rekrutman) alan1 (CARD)’dur.
Adaptor proteinin gorevi, sensor yani reseptdr protein ile efektdr protein pro-kaspaz-1
arasinda baglant1 kurmaktir (Abderrazak ve ark., 2015; Kolly ve ark., 2009; Shaw ve
ark., 2011).
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Inflamazomlar yapisal olarak iki gruba ayrilabilmektedir. Bu yapilar igerdikleri
NLR veya AIM2 proteinlerine gore siniflandirilmaktadir. NLR inflamazomlari
NLRP1, NLRP3 veya NLRC4 gibi proteinleri i¢erirken; AIM2 inflamazomu AIM2
proteini igermektedir. inflamazomlar, cesitli fizyolojik ve patojenik stimiilasyonlara
yanit olarak sitozolde olusmaktadir (Jiang ve ark., 2018; Shen ve ark., 2018) . Patojenle
iliskili molekiiler kaliplar (PAMP) veya tehlike iligkili molekiiler kaliplarin (DAMP)

tanimlanmasi bu stimiilasyonlara onciiliik etmektedir (Young-Su, 2018).

Inflamazomlar direk veya indirek olarak indiiklenebilmektedir. Bir¢ok
molekiiliin aynt NLR sensoriinii nasil aktive ettigine dair mekanizma heniiz
aciklanamamistir. Bu sensorleri aktive eden etkenlerin NLR proteinlerine dogrudan
baglanmadiklari, ancak NLR'leri aktive eden endojen sitoplazmik degisikleri
indiikleyerek etki edebilecekleri bildirilmektedir. Sitozoldeki sensdr proteinlerin
PAMP’lar1 tanimasi direk indiiksiyona yol agmaktadir. Enfeksiyon ve hiicre hasari gibi
fizyolojik olaylar endojen molekiil miktarin1 degistirmektedir. Sensorlerin sitozoldeki
bu degisimleri algilamasi indirek indiiksiyona neden olmaktadir. Sitoplazmadaki
potasyum (K+) iyon konsantrasyonlarindaki azalmanin bu mekanizmalardan biri
olabilecegi disiiniilmektedir. Bakteriyel gozenek olusturan bazi toksinlerin
indiikledigi hiicresel K+ diizeylerindeki azalmanin inflamazom aktivasyonuna yol
acabilecegi ifade edilmektedir. Ekstraseliiler ATP gibi inflamazom aktivatorlerinin
cogunun hiicrelerden K+ akisinin artmasina neden olarak, indirek K+ diizeyinin
azalmasina yol actig1 bildirilmektedir. inflamazom aktivasyonunda rol oynayan bir
etken ise hiicre hasar1 sirasinda siklikla iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
diizeyinin artmasidir. inflamazom-aktive edici kristaller, sitozol igine ROT salim ile
lizozomal membranlara zarar verilmesi araciiyla gorev almaktadirlar. Bunlarin
disinda mikrobiyal iiriinler, ¢evresel veya endojen kaynakli Kristaller, lizozomal
catlaklar gibi hiicresel stres ve enfeksiyonlarla iliskili ¢esitli sitoplazmik uyaranlar
araciligiyla inflamazom aktivasyonunun gerceklesebilecegi diisiintilmektedir (Mateen
ve ark., 2016; Rich ve ark., 2018). inflamazom aktivasyonu makrofajlarin ve dendritik
hiicrelerin piroptozuna neden olmaktadir. Piroptoz; hiicrelerin sismesi, plazma
membran biitiinligiiniin kayb1 ve TNF, IL-1p, 1L-18, IL-6, IL-8 gibi inflamatuvar

mediatorlerin salinmasi ile karakterize programlanmis hiicre dlimidiir. Piroptozun
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temel 6zelliklerinden biri membran gozeneklerinin olusumuna yol acan gasdermin D
adi verilen bir proteinin kaspaz aracili yarilmasini saglamaktir. Piroptoz, kaspaz-1
aracili inflamazom aktivasyonu ile indiiklenebilmektedir. Inflamazom aktivasyonu
ayrica IL-1pB, IL-18, IL-17 ve IFN-y diizeylerini etkilemektedir (Rich ve ark., 2018;
Wang ve ark., 2014; Yang ve ark., 2016; Young-Su, 2018).

Sensorlerin inflamazom aktivasyonuna yol agacak etkenleri algilamasindan
sonra, ortak yapisal domainler arasindaki homotipik etkilesimler araciligiyla proteinler
birbirine baglanabilmekte, boylece inflamazom kompleksi olusmaktadir. Bir ligandin
baglanmasindan sonra birgok NLR proteini, oligomer olusturmak iizere
etkilesmektedir. Oligomerdeki her bir NLR proteini, ASC adaptor proteini
baglamaktadir. ASC'nin NLR proteinleri gibi sensor molekiillere baglanmasi, yapinin
konformasyona ugramasina neden olmaktadir. Sitozoldeki diger ASC molekiillerinin
yap1 degisimleri indiiklenmektedir. Bu etkilesimler ile inaktif prekiirsor kaspaz-1 (pro-
kaspaz-1) kiimelenmekte ve aktivasyon sonucu aktif kaspaz-1 olusmaktadir. Kaspaz-
1’in temel gorevi IL-1 ve IL-18'in inaktif sitoplazmik prekiirsorleri pro-1L-1f ve pro-
IL-18'in yarilmasini saglamaktir. Kaspaz-1’in etkisi ile bu sitokinler olgun IL-1p ve
IL-18 haline doniismektedir. Sonrasinda sitoplazmadan ayrilan IL-1f ve IL-18 hiicre
membranina ge¢mekte, ayrica c¢esitli proinflamatuvar yolaklarin indiiklenmesine

neden olmaktadir (Abderrazak ve ark., 2015; Jo ve ark., 2016).

Inflamazom aktivasyonu ile baslayan, IL-1p ve IL-18 gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin ve ROT’larin diizeylerinde artigla devam eden siirecin ¢esitli inflamatuvar
hastaliklarda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda romatoid artrit basta olmak
lizere, otoimmiin hastaliklarin olusum ve gelisiminde inflamazomlarin etkili
olabilecegi bildirilmektedir. Ozellikle NLRP3 inflamazomu bu hastalikla
iliskilendirilmektedir. Heniiz patogenezi aydinlatilamamis, kesin ve etkin tedavisi
bulunamamis kompleks bir hastalik olan romatoid artritin mekanizmasinin
aydinlatilabilmesi i¢in bir ¢ok arastirma yiiriitiilmektedir. Bu amacla romatoid artrit
hastalarindan alinan kan ve sinoviyal s1v1 6rnekleri tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir
(Choulaki ve ark., 2015; Guo ve ark., 2018; Lamkanfi ve Dixit, 2012; Wang ve ark.,
2014; Zhang ve ark., 2016).
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1.1.4.4.2.1. NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomu, bir¢ok inflamatuvar cevabin aktivasyonunda gorev alan
bir multi-protein kompleksidir. NLRP3 inflamazomu; sensor protein (NLRP3),
adaptor protein (ASC) ve efektor protein (kaspaz-1) olmak iizere ii¢ boliimden
olusmaktadir. Sensdr protein NLRP3’lin aktivator etkeni algilamasi yapinin
dimerizasyonuna neden olmaktadir. NLRP3 ve ASC’nin pyrin alanlarmin etkilegimi
ile yaptya ASC alinmaktadir. Sonrasinda ASC ve kaspaz-l'de bulunan CARD
alanlarinin etkilesimi araciliiyla yapiya kaspaz-1'1 katilmaktadir. Pro-kaspaz 1’in
oligomerizasyonu aktif kaspaz-1’e donitisimii  indiiklemektedir. Kaspaz-1'in
inflamazom yapisi lizerine dimerizasyonu, aktif enzim iiretmek i¢in yapinin boliinmesi
araciligiyla otoaktivasyona olanak saglamaktadir. Aktive kaspaz 1, prekiirsor
proteinler pro-IL-1PB ve pro-IL-18’in proteolitik olarak ayrilarak aktif formlar1 IL-13
ve IL-18’e donlismesine yol agmaktadir. Pro-inflamatuvar sitokinler IL-1p ve IL-18
diizeyinin artmas1 ROT diizeyinin ve oksidatif stresin artmasina yol agmaktadir (Sekil

1.4) (Latz ve ark., 2013; Man ve Kanneganti, 2015).
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Sekil 1. 4. NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu

NLRP3 inflamazomu cesitli endojen ve ekzojen kaynaklar aracilifiyla aktive
olabilmektedir. Dokularda asir1 miktarda endojen madde birikiminin NLRP3
inflamazomunu aktive edebilecegi distiniilmektedir. Aterosklerozda makrofajlar
icindeki kolesterol kristalleri; obezite ile iligkili metabolik sendrom ve tip 2 diyabette
adipoz dokudaki serbest yag asitleri ve lipidler; Alzheimer hastaliginda p-amiloidler
ve gesitli fizyolojik durumlarda ATP bu maddelerdendir. NLRP3 inflamazomunun
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aktivasyonu bu hastaliklarin patojenezine katkida bulunabilecek ROT’larin ve IL’lerin
diizeyinin artmasina ve hastaliklarin daha aktif bir profilde ilerlemesine yol agmaktadir
(Dixit, 2013; Liu ve Chan, 2014; Rheinheimer ve ark., 2017). NLRP3 inflamazomu
endojen maddelerin yani sira ultraviyole 1sinlar, silika, asbest gibi endiistriyel tozlar,
cesitli bakteriler, viriisler gibi PAMP'lar1 taniyarak da aktive olabilmektedir. Bu
aktivasyon sonucu ROT diizeyleri artmakta ve ekzojen maddelerin olusturdugu hasar
indiiklenmektedir. Aktivasyonun artmasi ise oksidatif stres ve inflamasyonun
artmasina yol agmaktadir (Jiang ve ark., 2018; Jo ve ark., 2012; Rheinheimer ve ark.,
2017).

Inflamazom iligkili genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu NLRP3
inflamazomunun disregiilasyonu; ailesel kriyopirine bagli periyodik sendromlar, ailevi
akdeniz atesi, piyogenik artrit, piyoderma gangrenozum ve akne sendromu gibi
hastaliklarin ~ patogenezine katki saglamaktadir. NLRP3 inflamazomundaki
mutasyonlarin neden oldugu otoinflamatuvar hastaliklar ailesel kriyopirine bagl
periyodik sendromlar olarak adlandirilmaktadir. Bunlara ek olarak NLRP3 genindeki
mutasyonlarin; Muckle Wells sendromu, ailevi soguk otoinflamatuvar sendrom,
neonatal baslangicli multisistem inflamatuvar hastalik gibi bircok otozomal dominant
kalitimsal otoinflamatuvar hastalikla iligkili olabilecegi ifade edilmektedir

(Abderrazak ve ark., 2015; Rich ve ark., 2018).

Tiim yonleriyle degerlendirildiginde NLRP3 inflamazomunun romatoid artrit
basta olmak iizere; sistemik lupus eritamatdz, sistemik sklerozis, skleroderma,
inflamatuvar bagirsak hastaligit gibi otoimmiin hastaliklarda rolii oldugu
bildirilmektedir. NLRP3 inflamazom yolaginin 6zellikle romatoid artritte oldukca
onemli bir yolak oldugu diisliniilmekle birlikte, gilinlimiize kadar yiiriitiilen
arastirmalarda kesin bir sonuca varillamamistir. Farkli arastirmacilar birbirini
desteklemeyen sonuglar yayimnladigindan konunun aydinlatilabilmesi i¢in yeni

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Shen ve ark., 2018; Young-Su, 2018).
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1.1.5. Hastahk Tam Bulgular

Romatoid artrit tanisinda kullanilabilecek bulgular; klinik bulgular, laboratuvar
bulgular1 ve radyolojik bulgular olacak sekilde siniflandirilabilmektedir. Amerikan
Romatoloji Koleji (ACR) ve Avrupa Romatizma Birligi (EULAR)’ne gore bir hastaya
romatoid artrit tanis1 konulabilmesi i¢in bazi kriterler bulunmaktadir. Cizelge 1.6’da
yer alan kriterler géz oniine alinarak 6 veya daha fazla puan alan birey romatoid artrit
hastasi olarak degerlendirilmektedir (ACR/EULAR, 2010).

Cizelge 1. 6. 2010 ACR/EULAR romatoid artrit kriterleri

Eklem hasari1 (0-5 puan) Puan

Eklemlerde siskinlik veya hassasiyet

v 1 biiyiik eklem (omuz, dirsek, kalga, diz, ayak bilekleri) 0
v 2-10 biiyiik eklem 1
v' 1-3 kiigiik eklem (Biiyiik eklemler dahil edilmez.) 2
v 4-10 kiigiik eklem (Biiyiik eklem tutulumlar1 dahil edilmez.) 3
v' >10 eklem (en az biri kiigiik eklem) 5

Seroloji (0-3 puan)

Negatif: < normalin iist sinir1 (ULN)
Diisiik pozitif (+) : >ULN - <3xULN
Yiiksek pozitif (++) : >3xULN

v" Negatif RF ve negatif ACPA 0
v Diisiik-pozitif RF veya diisiik-pozitif ACPA 2
v Yiiksek-pozitif RF veya yiiksek-pozitif ACPA 3

Akut faz parametreleri (0-1 puan)

v" Normal C-reaktif protein (CRP) ve eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) 0

v" Anormal CRP veya anormal ESR 1

Semptomatik siire (0-1 puan)

Hastanin herhangi bir ekleminde tesbit ettigi semptomlarin maksimum siiresini ifade eder.

v’ <6 hafta 0

v' >6 hafta 1
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1.1.5.1. Klinik Bulgular

Kronik, poliartikiiler bir hastalik olan romatoid artrit 6ncelikle el, el bilekleri
ve ayaklarda, sonrasinda sinoviyal eklemlerde tutuluma neden olmaktadir. Hastalarin
onemli bir kisminda eklem tutulumundan 6nce yorgunluk, halsizlik, hafif ates, kilo
kayb1 gibi bulgular gorilmektedir. Kisiden kisiye degisen bir klinik tablo ile
karakterize hastaligin ilk yillarinda eklemlerde agri, sislik, 1s1 artist goriiliirken
ilerleyen yillarda eklemlerde islev kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin 6nemli bir
kisminda eklem tutulumlarin yani sira diger organ ve sistemleri etkileyen sistemik

tutulumlar da goriilmektedir (Angelotti ve ark., 2017).

1.1.5.1.1. Eklem Bulgular

Avrtikiiler ve periartikiiler kemik yikiminin yani sira kikirdagin inflamatuvar
degredasyonuna yol acan romatoid artrit, bu ozellikleri ile diger artrit tiirlerinden
ayrilmaktadir. Sabahlar1 eklemlerde olusan inflamasyona bagli olarak gelisen ve bir
saatten uzun siiren sabah tutuklugu romatoid artritin inflamatuvar olmayan eklem
hastaliklarindan ayrilmasini saglamaktadir (Sierakowski ve Cutolo, 2011). Hastaligin
fiziksel muayene bulgular1 eklemlerde sislik, 1s1 artis1 ve hassasiyet olup; erken
donemde oOncelikle kiigiik eklemler etkilenmektedir. Eklem bulgulart baslangicta el
bilekleri, metakarpofalengeal ve proksimal interfalangeal eklemlerde ortaya
¢ikmaktadir (Sekil 1.5) (Manaster, 2016).
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Sekil 1. 5. Romatoid artrit hastaligina bagli olarak goriilen eklem deformasyonlari

(A) Eklem normal; Korteks, kikirdak, kemik
yogunlugu ve kapsiil diizgiin.

(B) Sinovit ve efiizyon ile karakterize erken
donem eklemi.

(C) Korteksin belirsiz hale geldigi nokta-¢izgi
paterniyle karakterize jukstaartikiiler osteopeni
(D) Kemikte marjinal erozyonlar ve kikirdakta
incelme

(E) Kikirdak bozukluklar1 boyunca uzanan
subkondral erozyonlar ve ilerlemis osteopeni
(F) Hastaligin son evresinde goriilen hokka
kalem-i¢i deformite ile karakterize mutilan
artrit

Sonrasinda ayak bilegi, dirsek, omuz, diz ve kalga eklemleri etkilenmektedir.

Temporamandibuler, sternoklavikuler, krikoaritenoid eklem tutulumu nadir olarak

goriilmektedir. Genellikle servikal 1-2 eklemi disinda omurgada ve distal

interfalangeal eklemlerde tutulum goriillmemektedir. Kronik romatoid artritte bazi

hastalarin el ve ayaklarinda kalict deformiteler gelistigi bildirilmektedir (Sekil 1.6)

(Manaster, 2016; Smolen ve ark., 2018).

Kirmizi  noktalar
en sik, sar1 noktalar
daha nadir goriilen
tutulumlari
sematize
etmektedir.

Sekil 1. 6. Romatoid artrit hastaliginda en ¢ok goriilen eklem tutulumlar

34



1.1.5.1.2. Eklem Dis1 Bulgular

Sistemik otoimmiin bir hastalik olan romatoid artrit sadece eklemlerde degil;

g6z, akciger, kalp gibi bircok organ ve dokuda tutuluma neden olmaktadir. Bu

tutulumlar bazen 6liime kadar giden 6nemli sonuglara yol agmaktadir (Cizelge 1.7).

Cizelge 1. 7. Romatoid artrit hastaligina bagl olarak gelisen eklem dig1 tutulumlar

Organ / Sistem

Komplikasyon

Bosaltim Sistemi

Glomerulonefrit (Cojocaru ve ark., 2010)

Cilt

Romatoid nodiiller, vaskiilit, dermatit (Ruben ve Connolly, 2014; Tilstra
ve Lienesch, 2015)

Ekzokrin Bezleri

Ikincil Sjogren sendromu (He ve ark., 2013)

Keratokonjonktivit, keratit, kornea flseri, koroidit, sikka sendromu,

Goz sklerit, episklerit, episkleral nodiiller (Artifoni ve ark., 2014; Zlatanovi¢
ve ark., 2010)
Kalp yetmezligi, miyokard infarktiisii, miyokardit, endokardit, perikardit,
Kardiyovaskiiler valviiler fibroz (Voskuyl, 2006; Zegkos ve ark., 2016)
Sistem Anemi, Felty sendromu, vaskiilit (Cojocaru ve ark., 2010; Makol ve ark.,

2015)

Gastrointestinal

Sistem

Akut faz cevabinda arti, anemi (He ve ark., 2013)

Kas-iskelet Sistemi

Osteoporoz (Choi ve ark., 2018), sarkopeni (Ngeuleu ve ark., 2017)

Sinir Sistemi

Anksiyete, depresyon, stres, yorgunluk ve biligsel bozulma (DeQuattro ve
Imboden, 2017; Wartolowska ve ark., 2012)

Solunum Sistemi

Fibrozis, ploretik ve pulmoner nodiiller (Koduri ve ark., 2010; Marigliano
ve ark., 2013; Zulma ve ark., 2015)

35



Romatoid Nodiiller: Romatoid nodiiller romatoid artritin en sik goriilen eklem
dis1 tutulumlarindan biridir. Seropozitif hastalarda daha sik ortaya ¢ikan subkutan
nodiiller hastaligin en karakteristik lezyonudur. Daha ¢ok dirsek, kol, diz, ayak gibi
basing uygulanan bolgelerde gortilmekle birlikte akciger, kalp ve goz gibi organlarda
da ortaya g¢ikabilmektedir. Genellikle birkag mm ile birka¢ cm arasinda degisen
boyutlarda, agrisiz, sert yapilar olan nodiiller hastalik aktivitesinin azalmasina bagl
olarak kaybolabilmektedir. Ancak metotreksat tedavisinin hastalik aktivitesinin
azaldig1 durumlarda dahi, nodiil boyutlarinda biiylimeye neden olabilecegi ile ilgili

calismalar bulunmaktadir (Tilstra ve Lienesch, 2015).

Pulmoner Tutulum: Romatoid artrit hastalarinda pulmoner tutulum oldukga
onemlidir. Vakalarin yaklagik %10-20’sinde solunumsal semptomlar artikiiler
semptomlarin baglangicindan once ortaya c¢ikmaktadir. Solunuma bagli bulgularin
cogu hastaligin ilk 5 yilinda goriilmektedir. Ploritis, diflize intersitisyal fibrozis,
intrapulmoner nodiiller romatoid artritte siklikla goriilen solunum sorunlari arasinda
yer almaktadir. Bu sorunlar; parankim, plevra, solunum yolu veya damar sistemini
etkileyen gesitli kosullara bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Intersitisyal fibrozis;
seropozitif olup, sigara igen romatoid artrit hastalarinda daha sik ortaya ¢ikmaktadir.
Romatoid artrite bagli olarak plevral sivida glukoz seviyesi ¢ok diisiiktiir. Bu hastalarin
akciger hacmi ve karbonmonoksit difiizleme kapasitesinde azalma goriilmektedir

(Koduri ve ark., 2010; Zulma ve ark., 2015).

Kardiyak Tutulum: Romatoid artrit hastalarinda en sik goriilen kardiyak
tutulum asemptomatik perikardittir. Perikardit daha ¢ok nodiiler romatoid artriti olan
erkek hastalarda goriilmektedir. Romatoid artrite bagli kardiyomiyopati, koroner
vaskiilit, aritmi gibi kardiyak problemler ortaya ¢ikmaktadir. Romatoid artritin ayrica

ateroskleroz ve kalp krizine yatkinlig: arttirdigi diistiniilmektedir (Voskuyl, 2006).

Goz  Tutulumu: Romatoid artritte g6z tutulumuna bagl olarak
keratokonjunktivitis sikka, episklerit, sklerit, korneal degisiklikler ve retinal vaskiilit

goriilebilmektedir. Kuru goz ile belirti veren keratokonjunktivitis sikka romatoid artrit
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hastalar1 arasinda en sik goriilen g6z tutulumu olup, hastalarin yaklasik %10’ unda

ortaya ¢ikmaktadir (Zlatanovi¢ ve ark., 2010).

Sjogren Sendromu: Sjogren sendromu agiz ve gézde kurulukla karakterize,
salg1 yapan gozyas1 ve tiikliriikk bezlerinde tutuluma neden olan, genellikle 45-55 yas
grubundaki kadinlarda daha fazla goriilen kronik otoimmiin bir hastaliktir. Romatoid
artrit hastalarinin yaklasik %4-30’unda ikincil otoimmiin hastalik olarak gelismektedir

(He ve ark., 2013).

Hematolojik Tutulum: Anemi romatoid artrit hastalarinda en sik saptanan
hematolojik tutulum bi¢imi olmakla birlikte bu hastalarda notropeni, trombositopeni,
eozinofili de goriilebilmektedir. Romatoid artrit hastalarinda anemi olusum nedenleri
arasinda hastalik aktivitesi, gastrointestinal kanamalar, kemik iligi depresyonu ve
kullanilan ilaglarin neden oldugu yan etkiler sayilabilmektedir. Hastalik aktivitesi

arttikga aneminin siddeti artmaktadir (Cojocaru ve ark., 2010).

Norolojik Tutulum: Norolojik komplikasyonlarin ¢ogu, santral veya periferal
sinir sistemlerinin etkilesimine neden olan eklem inflamasyonu ve hasarin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Periferal noropati, servikal miyelopati ve vaskiilit romatoid

artritlilerde goriilen norolojik tutulumlardir (DeQuattro ve Imboden, 2017).

Renal Tutulum: Romatoid artrit hastalarinda renal tutulum nadir olarak
gorilmektedir. Glomerulonefrit bu hastalarda en sik rastlanan bobrek hasaridir.

Kullanilan ilaglar veya amiloidoza bagli olarak proteiniiri gelisebilmektedir (Cojocaru
ve ark., 2010).

1.1.5.2. Laboratuvar Bulgular:

Giliniimiizde hastalara romatoid artrit tanisinin konulabilmesi amaciyla gesitli

laboratuvar analizleri yapilmakta, inflamasyon biyogostergeleri ve gesitli otoantikor
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diizeyleri 6l¢iilmektedir. Ancak direk tan1 amagli kullanilabilecek hastaliga 6zgiin tek
bir laboratuvar bulgusu bulunmamaktadir. Ayrica bu otoantikorlarin diizeylerinin
farkli otoimmiin hastaliklarda da degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle
hastaliga 6zgiin biyogdsterge bulabilmek amaciyla ¢alismalar devam etmektedir (Song

ve Kang, 2010).

ACPA: Romatoid artritin tanisina katki saglayan bir testtir. Bu hastalik igin
RF’den daha ozgilin bir biyogostergedir. ACR’ye gore ACPA-pozitif bireylerin
yaklasik %95’inde romatoid artrit goriildiigii, erken donem romatoid artrit hastalarinin
ise yaklasik yarisinin ACPA-pozitif oldugu bildirilmistir. Ancak ACPA-negatif
hastalarda da romatoid artrit gelisebildiginden, bu hastaligin tanisinda tek basina

kullanilamamaktadir.

CRP: Viicuttaki inflamasyon hakkinda bilgi veren bir testtir. Yiiksek CRP
diizeyi viicutta akut enfeksiyon veya inflamasyon varligini géstermektedir. Romatoid
artrit i¢in 6zgilin bir biyogdsterge olmayip, diizeyi farkli inflamatuvar hastaliklarda ve
inflamasyona bagli kosullarda artabildiginden hastalifin tanisinda tek basina

kullanilamamaktadir.

ESR: 1 saatte kirmizi kan hiicrelerinin ne kadarinin bir araya gelerek dibe
¢oktiigiinii (sedimente oldugunu) dlgerek viicuttaki inflamasyon hakkinda bilgi veren
bir testtir. Yiiksek ESR diizeyi, viicutta inflamasyonun fazla olduguna isaret
etmektedir. Ancak inflamasyonun bulundugu bolge veya olusum nedeni hakkinda

bilgi vermedigi i¢in romatoid artrit tanisinda tek basina kullanilamamaktadir.

RF: Immiinglobulin G'nin Fc kismima kars1 olusmus makroglobulin tipinde
antikorlardir. Aktif romatoid artrit hastalarinin yaklasik %80’inin RF pozitif oldugu
bildirilmistir. Genellikle ileri yaslarda olmak iizere romatoid artrit olmamasina ragmen
RF pozitif olan bireyler de bulunmaktadir. Ayrica RF-negatif hastalarda da romatoid
artrit gelisebildiginden, bu hastaligin tanisinda tek basina kullanilamamaktadir.

Hastaligin baslangicinda veya remisyon dénemlerinde RF diizeyi azalabilmektedir
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(Nielen ve ark., 2006). Bazi hastalarin romatoid artrit tanis1 almadan once RF veya
ACPA pozitif olduklari bildirilmistir. Klinik tan1 konulmadan 6nce RF veya ACPA
pozitifliginin siiresi ile romatoid artrite yakalanan hastalarin yiizde olarak ifadesi Sekil
1.7’te gosterilmistir. Hastalarin yaklasik %10°unun klinik olarak romatoid artrit teshisi
almadan 6 sene dnce RF veya ACPA pozitif oldugu bildirilmektedir. Teshisten 6nceki
1-2 seneye bakildiginda ise bu oranin %25’e yiikseldigi goriilmektedir (Emery, 2015).
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Sekil 1. 7. Klinik tanidan 6nce RF/ACPA pozitiflik siiresi ile romatoid artrit hasta say1si iliskisi

Antiniikleer Antikor (ANA): Otoimmiin hastaliklar1 taramada kullanilan bir
biyogdstergedir. Sistemik lupus eritematozus hastalarinin yaklasik %95’1 ANA
pozitifken, romatoid artrit hastalarinda bu oranin %25-30’lara diistiigii bildirilmistir.
ANA pozitiflik genellikle otoimmiin bir hastaliga isaret etmekle birlikte, pozitif
bireylerin %10’unda bilinen otoimmiin bir hastalik bulunamadig: ifade edilmistir

(Birtane ve ark., 2017).
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1.1.5.3. Radyolojik Bulgular

Eklemleri degerlendirmek amaciyla rontgen veya manyetik rezonans
goriintiileme yontemleri kullanilabilmektedir. Tutulan eklem c¢evresinde simetrik
yumusak doku sislikleri, juksta-artikiiler osteoporoz ve erozyonlar radyolojik
goriintileme yontemleriyle tesbit edilebilen erken donem degisiklikleridir. Geg
donemde yumusak doku sisligi azalmakta, eklem araligi daralmakta ve klinik tablo
osteoporoza benzerlik gostermektedir. Ellerde diigme iligi deformiteleri, ayaklarda
metatars erozyonlar goriilmektedir. Diz grafilerinde kikirdak kaybi, kalga ve omuz
grafilerinde erozyonlar, eklem araliginda daralma ve sinoviyal Kistler
goriilebilmektedir (Sekil 1.8) (Narvaez ve ark., 2010).

Sekil 1. 8. Romatoid artrit hastaliginda eklemlerin rontgen ve manyetik rezonans goriintiileri

1.1.6. Tedavi

Romatoid artrit tedavisi farmakolojik ve farmakolojik olmayan olarak ikiye
ayrilabilmektedir. Farmakolojik tedavi farmakoterapi olarak da adlandirilmakta ve ilag
tedavisini temel almaktadir. Non-farmakolojik tedavi genellikle cerrahi miidahaleleri
icermektedir. Hastaligin teshisinin erken evrede yapilmasi dolayisiyla tedaviye erken
baslanmasi hastaligin klinik seyri i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hastalik erken donemde

etkin bir sekilde tedavi edilmediginde fiziksel fonksiyon kaybi artmaktadir. Geg
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donemde fonksiyon kaybi kroniklesmekte ve sakatliklar kalict hale gelmektedir (Sekil
1.9) (Emery, 2015; Mcinne ve Schett, 2017).

N

\\ Gecikmis tedavi

Geg tedavi

N
7

Fiziksel Fonksiyon

Zaman

Sekil 1. 9. Romatoid artrit hastaliginda erken ve gec tedavinin fiziksel fonksiyon tizerine etkisi

Romatoid artrit tedavisinin baslangicinda yasanan kisa siireli gecikmeler dahi
ilerleyen donemlerde hastaligin seyrini 6nemli diizeyde etkilemektedir. Bu nedenle
hastaligin tan1 ve tadavisinin erken donemde yapilmasi olduk¢a dnemlidir. Cok erken
donemde romatoid artrit tedavisine baslayan hastalar, tedaviye erken doénemde
baslayan hastalarla kiyaslanmis; hastaligin diizeyi eklemlerin Larson radiografik
skoruna gore belirlenmistir. Tedavide 9 aylik gecikmenin 6nemli diizeyde hasara
neden oldugu, hastalarda eklem hasar1 skorunun artmasina yol ac¢tig1 ifade edilmistir.
Tedaviden sonraki 3 yil kiyaslandiginda erken donemde (medyan semptom siiresi 12
ay) tedaviye baslayan hastalardaki eklem skoru, ¢ok erken dénemde tedaviye (medyan
semptom siiresi 3 ay) baslayan hastalardan yaklasik 5 kat fazla bulunmustur. Ayrica
cok erken donemde tedaviye baglayan hastalarda romatoid artrit ilerleme egim

grafiginin diizlestigi goriilmiistiir (Sekil 1.10) (Emery, 2015).
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Sekil 1. 10. Romatoid artrit hastaliginda erken tedavinin hastaligin ilerlemesi tizerine etkisi

1.1.6.1. Farmakoterapi

Romatoid artrit tedavisinde temel olarak {i¢ ilag grubu kullanilmaktadir. Bunlar
non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII’ler), kostikosteroidler ve hastalik
modifiye edici anti-romatizmal ilaglardir (DMARD’lar). NSAil’ler ve
kortikosteroidler etkilerini kisa siirede gosterirken, DMARD’larin etki gdstermesi igin
genellikle birkag haftadan birkag aya kadar zaman gegmesi gerekmektedir.
Metotreksat, sulfasalazin, leflunomid, etanersept, infliksimab, adalimumab,
sertolizumab pegol, golimumab, abatasept, rituksimab, tosilizumab, anakinra ve
antimalaryal ilaglar DMARD’lar arasinda yer almaktadir. Azatiyopiirin ve siklosporin

diger immiinomodulatérlerdendir (Kahlenber ve Fox, 2011; Simon, 2000).

Yillar i¢inde romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaclar degisiklikler
gostermistir. Ortaya c¢ikan agir yan etkiler bazi ilaglarin tedavi protokoliinden

¢ikmasina neden olmustur. Aspirin, NSAII’ler, kortizon ve tiirevleri 1940’11 yillardan
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beri kullanilmaktadir. Altin tuzlart ve D-penisilamin kullanimi 1950°li yillarda
baslamis ancak yan etkilerinin fazlaligi nedeniyle 1990’11 yillarda azalmigtir. 1980°1i
yillarda tedaviye DMARD’lardan metotreksat ve leflunamid girmistir. 1990’1
yillardan sonra ise tedavi biiyilk yonde degismis ve biyolojik DMARD’lar
kullanilmaya baglanmistir (Sekil 1.11) (Entezami ve ark., 2011; Mottram, 2003).

1940-1950 1960-1970 1980-1990 21. yiizyil

Aspirin, NSAID’ler, kortikosteroidler ve tiirevleri

v

Antimalaryal ilaglar, sulfasalazin

v

Altin tuzlari, D-penisilamin

Metotreksat, lefhunamid

v

DMARDlar

Sekil 1. 11. 1940’lardan giiniimiize romatoid artrit hastaliginmin tedavisinde kullanilan ilaglar

Gilinimiizde romatoid artrit tedavisi ACR tedavi semasi temel alinarak belirli
ilkelere gore uygulanmaktadir. Klinisyen hastaya romatoid artrit tanisin1 koyduktan
sonra uygun ila¢ grubu segilerek tedaviye baslanmakta, tedaviye uygun yanit
alinmadiginda yeni ilag kombinasyonlar1 denenmektedir. Ancak uygulanan tedaviler
hastalarin tamaminda etkin bir iyilesme saglayamadigindan hastalikta etkili olabilecek
yeni yolaklar arastirilmakta ve bu yolaklarin inhibe olmasini saglayacak yeni ilag etken
maddeleri gelistirmek amaciyla ¢alismalar devam etmektedir (Cizelge 1.8) (Alam ve
ark., 2017; Singh ve ark., 2016).
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Cizelge 1. 8. Romatoid artrit hastaliginda rol oynayan muhtemel mediyatorler ve bu
mediyatorlerin inhibisyonunu saglayan ila¢ etken maddeleri

Mediyator Sitokin ilac
TNE Adalimumab, Certolizumab pegol, Etanercept, Golimumab
-a

Infliksimab

IL- 1o ve IL-1P Anakinra
Tosilizumab ve Siltuksimab

IL-6 Klazakizumab, olokizumab, sarilumab ve sirukumab etken
maddelerinin faz ¢aligmalar1 devam ediyor.

IL-7, IL-15 Faz calismalar1 devam ediyor.

IL-17A, IL-17F Faz ¢aligmalar1 devam ediyor.

IL-18 Faz ¢alismalar1 devam ediyor.

IL-21 Faz calismalar1 devam ediyor.

IL-23 Faz ¢alismalart devam ediyor.

IL-32 Calisma planlamalar1 devam ediyor.

IL-33 Faz calismalar1 devam ediyor.

Biiyiime ve Farklilasma Faktorleri

BLyS, APRIL Faz calismalar1 devam ediyor.
GM-CSF ve M-CSF Faz ¢alismalart devam ediyor.
RANKL Faz ¢alismalart devam ediyor.

Intraseliiler Sinyal Molekiilleri ve Transkripsiyon Faktorleri

JAK Tofasinitib

BTK Ibrutinib

Dalak tirozin kinaz Faz galismalar1 devam ediyor.
Fosfatidlinositol 3-kinaz Faz ¢aligmalar1 devam ediyor.
NF-xB Calisma planlamalar1 devam ediyor.
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1.1.6.1.1. NSAil’ler

Genellikle organik asit yapisinda olan; anti-inflamatuvar, analjezik ve anti-
piretik etki gdsteren bir ilag grubudur. Asetilsalisilik asit bu grup ilaglarin prototipidir.
Yar1 omiirlerine gore kisa ve uzun etkili olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadirlar. Akut
inflamasyonu ve analjeziyi azaltmak amaciyla kisa etkili olanlar, romatoid artrit gibi
kronik iltihabi durumlarda uzun etkili etkili olanlar kullanilmaktadir. Siklooksijenaz 1
ve 2 enzimlerini inhibe ederek inflamasyona aracilik eden siklooksijenaz iiriinlerinin
sentezini azaltip, prostaglandin {iretiminin inhibisyonuna yol agarak etki
gostermektedirler. Arasidonik asitten tiiretilen prostoglandinler, inflamatuvar yanit
gibi patojenik mekanizmalara aracilik ederek viicudun homeostatik fonksiyonlarini
siirdiirmesine katki saglamaktadir. Prostoglandinler bobreklerde kan akisinin
diizenlemesinde rol oynadiklarindan, bu grup ilaclar genellikle tuz retansiyonu, 6dem
ve artmis kan basincina yol agarak bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina, kanama
stiresinde uzamaya, kardiyovaskiiler hastalik risklerinin artmasina neden olmaktadir.
Anti-inflamatuvar etkilerinden bagimsiz olarak hafiften orta siddete kadar analjezik
etki gdstermektedir. Baz1 romatoid artrit hastalarinda diisiik dozda NSAII’ler etkili
olurken, bazilarinda inflamasyonu azaltmak i¢in daha yiiksek dozlar gerekmektedir

(Varga ve ark., 2017; Wongrakpanich ve ark., 2018).

1.1.6.1.2. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler anti-inflamatuvar ve immiinregulator etkili ilaglardir. Oral,
intravendz, intramiiskiiler olarak veya direk eklem igine enjeksiyon yoluyla
uygulanmaktadir. Hastaligin erken evresinde, DMARD'larin anti-inflamatuvar etki
olusturmasin1  bekleme siirecinde gegici olarak yardimci tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica NSAIl’ler ve DMARD'lar ile kontrol altina alinamayan
siddetli romatoid artrit hastalarinda yardimei tedavi olarak kullanilabilmektedir.
Kortikosteroid kullanimi sonucunda kilo artis1 ve yiiz ¢evresinde artan yag birikimi,
yanaklarin kizarmasi ile karakterize “aydede yiiz”e benzer cushingoid goriiniim ortaya

¢ikabilmektedir. Ayrica ilag kullanimina bagh olarak kan basinci ve kan sekerinde
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yiikselme, kemiklerde avaskiiler nekroz ve osteoporoz riskinde artis goriilebilmektedir
(Bijlsma ve ark., 2015; Hellgren ve ark., 2010).

1.1.6.1.3. DMARD’lar

Romatoid artritte akut faz reaktanlarinin artmasi, inflamasyonun artmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle hastaligin tedavisinde inflamasyonda gorev alan
sitokinler ve reseptorlerini hedefleyen biyolojik tedavi ajanlari iiretilmeye ve
kullanilmaya baslanmistir. Immun sistem iizerine oldukca etkili ilaglar olan
DMARD’larm potansiyel yan etkileri kullanimlarin kisitlamaktadir. flacin kullanimi
neticesinde ciltte dokiintiiler, mide bulantisi, kusma, stomatit gibi hafif yan etkilerin
yani sira yasami tehdit eden 6dnemli yan etkiler de ortaya ¢ikabilmektedir. Geleneksel
DMARD?’lar; gastrointestinal bozukluklar, hepatotoksisite, kemik iligi supresyonu,
nétropeni, intersitisyel akciger hastaligi gibi solunum sistemi hastaliklarina yol
acabilmektedir. Biyolojik ajanlar ise 6liimciil viral, bakteriyal ve fungal enfeksiyonlara

neden olabilmektedir (Benjamin ve Lappin, 2019).

DMARD’lar sentetik ve biyolojik DMARD’lar olarak iki temel gruba
ayrilmaktadir. Sentettk DMARD’lar geleneksel ve hedefli sentetikler; biyolojik
DMARD’lar TNF-a inhibitorleri, IL-1 ve IL-6 reseptor antagonistleri, T ve B hiicresini
hedef alanlar olarak gruplandirilmaktadir (Cizelge 1.9) (Smolen ve ark., 2018) .
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Cizelge 1. 9. DMARD’larin simiflandirilmasi

Sentetik DM ARD’lar

Metotreksat, sulfasalazin, leflunomid, klorokin,
Geleneksel Sentetik DMARD’lar . _ . _ o .
hidroksiklorokin, altin tuzlari, azatiyopiirin, siklosporin A

JAKI ve JAK?2 Inhibitorleri: Barisitinib

Hedefli Sentetik DMARD’lar ) o
JAK1, JAK?2 ve JAK3 Inhibitorleri: Tofasitinib

Biyolojik DMARD’lar

. Adalimumab, sertolizumab, etanersept, golimumab,
TNF-o, Inhibitérleri

infliksimab
IL-1 Reseptor Antagonistleri Anakinra
IL-6 Reseptor Antagonistleri Tosilizumab, sarilumab
T-hiicresini Hedef Alanlar Abatasept (CTLA-4 fiizyon proteini)
B-hiicresini Hedef Alanlar Rituksimab (anti-CD20)

Biyobenzer DMARD’lar

DMARD’larin etkilerinin baslama siiresi ve etkinlik orani degisiklik
gostermektedir. Tedaviye karar verirken hastaligin ve ilaglarin bu 6zellikleri goz
Oniine alinmaktadir (Cizelge 1.10) (Emery, 2015; Simon, 2000).

Cizelge 1. 10. Metotreksat ve diger DMARD’larin etkinlik oranlarn ve etki baslama stireleri

ilac¢ Etkinin Baslama Siiresi Etkinlik Oram (%)
Metotreksat 6-8 hafta 70
Leflunomid 2-3ay 50
Hidroksiklorokin 2-6 ay 30-50
Sulfasalazin 2-3ay 30
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1.1.6.1.3.1. Sentetik DMARD’lar

1.1.6.1.3.1.1. Metotreksat

Birgok romatoid artrit hastasi i¢in tercih edilen ilk DMARD metotreksattir.
Romatoid artrit semptomlarinin azaltilmasini saglayan metotreksatin etki olusturma
siiresi nispeten kisadir. Folik asit metabolizmasinda rol oynayan, folik asitin
tetrahidrofolik asite indirgenmesinden sorumlu enzim dihidrofolat rediiktazi inhibe
ederek etki gostermektedir. T ve B-lenfositlerinin replikasyonu ve fonksiyonlarimnin
inhibisyonu araciligiyla anti-inflamatuvar ve immiinsupresif aktivite olusumuna katk1
saglamaktadir. Sinoviyal doku tizerine etki etmek; kan ve dokularda IL-1, IL-6, IL-8
gibi ¢esitli sitokin diizeylerinin degismesine yol agmaktadir (Cizelge 1.11) (Emery,
2015). Karaciger enzimlerinde artig, tlseratif stomatit, siroz, interstisyel pnomoni,
alopesi ve siddetli miyelosupresyon en sik goriilen yan etkileridir (Brown ve ark.,
2016; Friedman ve Cronstein, 2019).

Cizelge 1. 11. Metotreksatin etki mekanizmasi

Etki Etki Mekanizmasi

Dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonu

5-amino-1-B-D-ribofuranozil-imidazol-4-karboksamid inhibisyonu

Enzimler
Adenozin saliminda artma
Siklooksijenaz-2 sentezinin indirek inhibisyonu
IL-8 inhibisyonu
IL-6 diizeylerinde azalma
sitokinler IL-1 aktivitesinde azalma

Lokotrien B4 iiretiminde azalma
IL-4 ve IL-10 gen ekspresyonlarinda artma

Th1 gen ekspresyonunda artma
Monositik hiicre biliylimesinde azalma

Sinoviyal doku o _ . I
Sinoviyal matriks metalloproteinazlar iizerine indirek inhibitor etki
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1.1.6.1.3.1.2 Sulfasalazin

Sulfasalazinin (salazosulfapiridin) romatoid artritteki etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Ancak immiin yolaklar1 etkileyerek etki olusturdugu
distiniilmektedir (Sekil 1.12) (Emery, 2015). Anti-inflamatuvar, immiinosupresif ve
antibakteriyel etki gostermektedir. Ozellikle 16kotrienler olmak iizere arasidonik asit
yolagi tlizerine etkilidir. Bag dokusuna 06zgiin afinitesi bulunmaktadir. Tekli
metotreksat tedavisinin yetersiz cevap verdigi hastalarda, metotreksat ve
hidroksiklorokin ile birlikte kullanilabilmektedir. Ayrica inflamatuvar bagirsak
hastaligi ve spondiloartropati gibi farkli inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de
tercih edilebilmektedir (Emery, 2015; Plosker ve Croom, 2005).

Sinoviyal Anti-TNF Osteoklast prekiirsdr hiicre
makrofaj antikor (sinoviyal makrefaj)
_ (@
0\ 1 ®
inflamatuvar = — T2
. ¢ witokinler Salazosulfapiridin — 114
-|- TNF-g, IL-1, 1L-6 Metotreksat — — 1N @ Tyl
Anti IL-6 TL; = J_
B 0-17 =500 0 == RANKL=—3F— | Leflunomid
l ) Sinoviyal p~===>]
Osteoklastos ‘ fibroblast f
I hiicreleri t | Anti-RANKL F—  Siklosporin A
TGF-B p ; antikor —_—
IL-6 “-\O ) \-, ------------------ g
11.-23 7 -~ 4 TREG
: ‘ N TN J————
—~ v
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inhibitér
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Sekil 1. 12. Romatoid artrit hastaliginin tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin etki mekanizmasi
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1.1.6.1.3.1.3. Leflunomid

Leflunomid bir izoksazol immiinmodiilatordir. Aktif metaboliti A771726,
de novo pirimidin biyosentezinde gorevli dihidroorotat dehidrogenaz enzimini inhibe
ederek etki gostermektedir (Sekil 1.12) (Emery, 2015). Ayrica sitokin ve tirozin kinaz
inhibisyonuna neden olmaktadir. Genellikle metotreksat intoleransi olan veya
metotreksatla tedavi edilemeyen hastalarda tercih edilmektedir. Lokopeni, diyare,
bulanti, kusma en yaygin goriilen yan etkileridir (Emery, 2015; Kahlenberg ve Fox,
2011).

1.1.6.1.3.1.4. Hidroksiklorokin

Antimalaryal bir ila¢ olan hidroksiklorokin romatoid artrit tedavisinde
siklikla kullanilmaktadir. Anti-inflamatuvar ve immiinosupresif etki gostermektedir.
Etki mekanizmasi kesin olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte klorokine benzer etki
olusturdugu, antijen sunumu {izerine etki gosterdigi disiiniilmektedir. Anti-
inflamatuvar etkisini; notrofil ve eozinofillerin migrasyonu, histamin ve seratoninin
etkisinin antagonize edilmesi ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu araciligyla
gostermektedir. Anoreksi, bag agrisi, karin agrisi, bulanti, kusma, deri dokiintiileri en

yaygin goriilen yan etkileridir (Kahlenberg ve Fox, 2011).

1.1.6.1.3.1.5. Altin Bilesikleri

Altin bilesiklerinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
makrofaj tiretimi ve peptid antijenler basta olmak iizere antijen olusum siireglerini
etkiledigi diistiniilmektedir. 1990’11 y1llara kadar romatoid artrit tedavisinde kullanilan
altin bilesikleri; kan tablosu, bobrekler ve cilt basta olmak flizere cesitli doku ve
organlarda olusturduklar1 yan etkilerin fazlaligi, etkinliklerinin azlig1 nedeniyle

giintimiizde tercih edilmemektedir (Burmester, 2001).
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1.1.6.1.3.2. Biyolojik DMARD’lar

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan NSAIl’ler ve diger immiinomodiilator
ilaglarin yeterli olmamasi1 sebebiyle yeni etken maddelerin sentezlenmesi ve yeni
tedavi protokollerinin hazirlanmasi ihtiyact ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle
inflamasyonda gorev alan sitokinleri, sitokin reseptorlerini, antijen sunumunda rol
oynayan kostimiilator molekiillleri hedef alan yeni biyolojik tedavi ajanlari liretilmesi
amaciyla cesitli caligmalar yiiriitiilmektedir. Biyolojik ajanlar veya biyolojik
DMARD'lar olarak adlandirilan bu ilaglar aktif-agresif seyreden romatoid artrit basta
olmak tizere ¢esitli artrit tiirlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaya baslanmistir
(Simon, 2000; Smolen ve ark., 2018).

1.1.6.1.3.2.1. TNF-a inhibitorleri

TNF-a makrofaj ve lenfositler tarafindan {iretilen bir pro-inflamatuvar
sitokindir. Romatoid artrit hastalarinin eklemlerinde yogun miktarda bulunan TNF-o,
eklemlerde sinoviyal makrofajlar ve eklem sinoviyasina infiltre olan lenfositler
tarafindan lokal olarak iiretilmektedir. Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan
onaylanan TNF-o inhibitorleri romatoid artrit tedavisi i¢in kabul edilme
sirastyla etanersept, infliksimab, adalimumab, sertolizumab pegol ve golimumabdir
(Listing ve ark., 2015; Moelants ve ark., 2013).

Tiim TNF-a inhibitorleri orta veya siddetli diizeylerde enfenksiyon riskini
arttirmaktadir. Ust solunum yolu enfeksiyonlari, pndmoni, iiriner sistem hastaliklari,
cilt enfeksiyonlar1 bu ilaglarin en yaygin goriilen yan etkileridir. Ayrica kontrolle
karsilastirildiginda TNF-a inhibitorii kullanan hastalarda lenfoma goriilme sikliginin
arttig1 bildirilmistir. Romatoid artrit, Non-Hodgkin lenfoma i¢in tek basina bir risk
faktoriidiir. Bunun disindaki malinitelerde TNF-o inhibitorii kullanimina bagh artis

goriilmektedir (Ma ve Xu, 2013).
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https://www.hopkinsarthritis.org/arthritis-info/rheumatoid-arthritis/ra-treatment/#etanercept

1.1.6.1.3.2.2. IL-1 Reseptor Antagonistleri

Giiniimiizde IL-1 antagonisti olarak etki gésteren ve piyasada bulunan tek
preparat anakinradir. Anakinra; rekombinant, glikozillenmis bir insan IL-1
antagonistidir. Amino terminalinde tasidigi metiyonin ile dogal insan IL’den
ayrilmaktadir. Etkisini; IL-1a ve IL-18’nin IL-1 reseptdriine baglanmasini kompetetif
olarak bloke ederek gostermektedir. Konjestif kalp yetmezligi ve norotoksisiteye
neden olabilmektedir. Notropeni, bas agrisi, bulanti, diyare en yaygin goriilen yan
etkileridir (Bresnihan ve ark., 1998; Cohen ve ark., 2002; Smolen ve ark., 2018).

1.1.6.1.3.2.3. IL-6 Reseptor Antagonistleri

Tosilizumab; onaylanan ilk IL-6 inhibitoriidiir. Spesifik olarak hem
¢ozlinmiis, hem membrana bagli IL-6 reseptorlerine baglanarak IL-6 aracili
sinyallemeyi inhibe ederek etki gosterir. Immiinglobulin G1 rekombinant hiimanize
anti-insan IL-6 reseptér monoklonal antikordur. IL-6 T hiicre aktivasyonu, hepatik
akut faz proteinleri ve immiinglobulin salgilanmasinin indiiksiyonuna neden
olmaktadir. Ust solunum yolu enfeksiyonlari, 16kopeni, bas agrisi, bas donmesi,
hiperkolesterolemi, hipertansiyon en yaygm goriilen yan etkileridir (Yoshida ve
Tanaka, 2014).

1.1.6.1.3.2.4. T-hiicresini Hedef Alanlar

Abatasept, T hiicresi aktivasyonunda kostimiilator veya ikinci-sinyal blokori
olarak siniflandirilan bir insan rekombinant flizyon proteinidir. Bir T hiicresinin aktive
olabilmesi ve immiin yanit olusturabilmesi i¢in antijen sunumunda gorevli hiicrelerin
T hiicresine iki sinyal gondermesi gerekmektedir. Bu sinyallerden biri antijenle
birlesmis MHC, digeri ise CD80 veya CD86’dir. Abatasept CD80 ve CD86

molekiiliine baglanarak ikinci sinyalin olugsmasini 6nlemektedir. T hiicreleri iizerinde
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CD28 ile olan ko-stimiilator etkilesimi bloke etmektedir. Ikinci sinyal olmadan T
hiicresi aktive olamadigindan, T hiicresinin aktivasyon yolagimi bozarak etki
gostermektedir. Ust solunum yolu enfeksiyonlari, 16kopeni, hipertansiyon, bas agrisi,
sersemlik, karin agrisi, dokiintii en yaygin goriilen yan etkileridir (Smolen ve ark.,
2018).

1.1.6.1.3.2.5. B-hiuicresini Hedef Alanlar

Rituksimab, B hiicrelerinin yiizeyindeki CD20 molekiiline baglanarak B
hiicrelerinin sirkiilasyondan uzaklagsmasina neden olan bir monoklonal antikordur. B
hiicrelerini azaltan bir ajan olan rituksimab baglangigcta Non-Hodgkin lenfoma tedavisi
igin gelistirilmistir. Giiniimiizde ise romatoid artrit tedavisinde kullanilabilmektedir.
Enfeksiyonlar, konjestif kalp yetmezligi ve norotoksisiteye neden olabilmektedir
(Smolen ve ark., 2018).

1.1.6.1.3.2.6. Diger Immiinmodiilatér ve Sitotoksik Ajanlar

Romatoid artrit tedavisinde piirin analogu azatiyopurin, siklosporin A
immiinomodiilator olarak kullanilmaktadir. ~ Sikligt daha az olmakla birlikte
siklofosfamid ve d-Penisilamin de kullanilabilmektedir. Yiiksek toksisite potansiyeli
nedeniyle bu ilaglar yasami tehdit eden sistemik vaskiilit gibi ekstra-artikiiler bulgulari
olan ve diger ilaglarla tedavi edilemeyen inatgr romatoid artrit hastalarinda tercih
edilmektedir (Smolen ve ark., 2018).

1.1.7. Mortalite

Son 50 yilda romatoid artrit hastalarinda mortalite riskinin genel
popiilasyondan yaklasik 1.5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Hoek van den ve ark,
2017; Sokka ve ark., 2008). Calismalarin ¢ogunda romatoid artritlilerin mortalite
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oranlarmin genele kiyasla daha fazla oldugu gosterilmekle birlikte (Gabriel, 2008;
Listing ve ark., 2015; Symmons ve ark., 1998), birka¢ ¢alismada anlamli bir farklilik
olmadig1 ifade edilmistir (Kroot ve ark., 2000; Puolakka ve ark., 2010). Bu
farkliliklarin hastalarin izlenme stireleri, kullanilan ilaglar ve kohort yontemleri
arasindaki degisiklikler gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Romatoid artrite bagli 6liim nedenlerinden en Onemlisi hastaligin neden oldugu
kardiyovaskiiler sorunlardir (Choy ve ark.,, 2014; Gabriel, 2008). Sistemik
inflamasyon, solunum hastaliklar1 ve enfeksiyonlar oliim riskini arttiran diger
faktorlerdir (Hoek van den ve ark., 2017; Simard ve ark., 2016; Zamora-Legoff ve ark.,
2017).

1.2. Konu ile Tlgili Cahsmalar

1.2.1. Deney Hayvan Calismalari

Ippagunta ve arkadaslar1 (2010) NLRP3 ", ASC™~ ve kaspaz-1"" farelerde
kollajen indiiklemesiyle artrit modeli olusturmustur. Kollajenin indiikledigi artrit
olusumu ile ASC arasinda bir iliski oldugu, ASC™~" farelerin artritten korundugunu
bildirmislerdir. Ayni ¢alismada NLRP3™~ ve kaspaz-17" farelerde ise hastalik

progresyonunun normal devam ettigi ifade edilmistir.

Van de Walle ve arkadaslar1 (2014) A?®myel-KO farelerde olusturulan artrit
modelinden elde edilen kemik iligi kaynakli makrofajlarda protein ve gen ekspresyon
diizeylerini inceleyerek NLRP3 inflamazom aktivitesinin arttigin1 ifade etmislerdir.
NLRP3 ve kaspaz-1 silinmesinin ise romatoid artrit ile iliskili inflamasyon ve eklem

yikimina kars1 koruyucu oldugunu bildirmislerdir.

Kollajenin indiikledigi romatoid artrit modeli olusturulan farelere tedavi

amaciyla, 4 hafta boyunca, giinde 2 kez 100 mg/kg intraperitoneal (ip) kaspaz-1
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inhibitéric VX765 uygulanmistir. Tedavi sonunda eklemlerde hastalik skorunun
azaldigy, sinovit ve kemik iligi 6deminin baskilandigi bildirilmistir. Ayrica serumda

IL-1B, IL-18 ve IL-33 diizeylerini azaldig1 ifade edilmistir (Zhang ve Zheng, 2016).

4 haftalik erkek DBA/1 farelerde kollajen indiiklemesiyle romatoid artrit
modeli  olusturulmustur.  Eklem  dokular1  immiinohistokimyasal  olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubunda NLRP3 ekspresyonu goriilmezken, romatoid
artrit grubunda ekspresyonun arttigi bildirilmistir. Sinoviyal NLRP3 ekspresyon
diizeyleri ile artritin klinik ve radyografik bulgular1 arasinda korelasyon oldugu ifade
edilmistir. Ayrica serum NLRP3, IL-1p, IL-18 ve IL-33 diizeylerinin artritli farelerde
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2016).

8 haftalik erkek DBA/1J farelerde kollajen indiiklemesiyle romatoid artrit
modeli olusturulmustur. Olusan artrit modelini tedavi etmek amaciyla 6. giinden
itibaren, 2 hafta boyunca, 2 giinde 1 kez olmak tizere 10 mg/kg (ip) selektif NLRP3
inhibitori. MCC950 bilesigi uygulanmigtir. MCC950 tedavisinin farelerin diz
eklemlerindeki sinoviyal dokularda NLRP3 ve aktif kaspaz-1 protein ekspresyonunu
inhibe ettigi, IL-1 {iretimini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica dokular histolojik olarak
degerlendirildiginde, tedavi uygulanan farelerde sinoviyal inflamasyon ve kikirdak
erozyonunun azaldig: bildirilmistir (Guo ve ark., 2018). IL antagonistleri romatoid
artrit tedavisi amaciyla klinikte kullanilmaya baslanmistir. Ancak olusturduklari yan
etkiler bu ilaglarin kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle proinflamatuvar sinyal
yolaklariminin aktive olmasmin engelleyici etki gosterebilecek yeni aday ilag

molekiillerinin sentezlenmesi hedeflenmektedir (Zhang ve ark., 2016).

1.2.2. insan Cahsmalar

Bir grup arastirmaci romatoid artrit ve osteoartrit hastalarmin sinoviyal
dokulari, fibroblast benzeri sinoviyositleri ve makrofajlarinda NLRP3 ile iliskili

kriyopyrin, pyrin ve ASC mRNA ekspresyon profilini incelemislerdir. Romatoid artrit
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grubunun sinoviyumlarinda kriyopyrin ve pyrin mRNA ekspresyonunun daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Fibroblast benzeri sinoviyositler ve makrofajlarda hem
baslangicta, hem TNF-o uygulamasindan sonra kriyopyrin ekspresyonu goriilmiis
olup, makrofajlarda ekspresyonun daha fazla oldugu bildirilmistir. Sinoviyum,
fibrolast benzeri sinoviyositler ve makrofajlarin ASC ekspresyonlarinin ise her iki

grupta benzer oldugunu ifade edilmistir (Rosengren ve ark., 2005).

Kolly ve arkadaslar1 (2010) osteoartrit ve romatoid artrit hastalarinin
sinoviyumlarindan ve eklem dokularindan alinan fibroblastlarda NLRP3
ekspresyonlarini incelemislerdir. Romatoid artrit hastalarinin sinoviyal dokularinda
NLRP3 inflamazom komponentlerinin protein ve gen ekspresyonlarinin arttigi
bildirilmistir. Bu ekspresyon en ¢ok miyeloid ve endotelyal hiicreler ile B hiicrelerinde
goriilmiistiir. Ancak sinoviyal fibroblastlarda NLRP3 mRNA ekspresyonu goriiliirken,
protein ekspresyonu goriilmedigi bildirilmistir. NLRP3’{in hem romatoid artrit hem de
osteoartrit hastalarinda eksprese oldugu, ancak bu iki hastalig1 birbirinden ayirmak

amaciyla kullanilamayacagi sonucuna varilmistir.

Mathews ve arkadaslart (2014) infliksimab tedavisi alan romatoid artrit
hastalarinin periferal mononiikleer hiicrelerinde tedaviden 6nce ve tedaviden 14 hafta
sonra NLRP3 inflamazom bilesenlerinin gen ekspresyon diizeylerini aragtirmistir.
Romatoid artrit hastalarinda ASC, MEFV, NLRP3-FL, NLRP3-SL ve CASP1 gen
ekspresyonlarinin  kontrolden yiiksek, CARDS’in ise kontrolden disiik oldugu
bildirilmistir. Ekspresyon diizeyleri tedaviden sonra incelendiginde ise hem ilaca
cevap veren, hem vermeyen grupta istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedigi ifade edilmistir. Ayrica hasta grupta kaspaz-1 ve IL-18 diizeylerinin
arttigi bulunmustur. Ayn1 ¢alisma grubu anti-TNF-a tedavisi alan Kafkas kokenli
Ingiliz romatoid artrit hastalarinda genotipleme ¢alismasi yapmis; NLRP3 ve CARDS
lokuslarindaki tek niikleotid polimorfizmlerinin romatoid artrit duyarliligi ve anti-

TNF-a cevabr ile iligkili oldugunu bildirmistir.
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Sode ve arkadaslart (2014) anti-TNF-o tedavisi alan Danimarkali naif
romatoid artrit hastalarinda NLRP3 ile iligkili tek niikleotid polimorfizmlerini
arastirmiglardir. NLRP3(rs4612666) tek niikleotid polizmorfizminin, iyi/orta diizeyde
anti-TNF-o tedavi cevabu ile iliskili oldugu bulunmustur. Aktif sigara igicisi olanlar
basta olmak tizere, NLRP3 varyant (T) alleli tasiyan romatoid artrit hastalarinda anti-

TNF-a tedavi yanitinin diisiik oldugu ifade edilmistir.

Choulaki ve arkadaslar1 (2015) aktif romatoid artrit hastalarindan alinan tam
kan hiicrelerinde NLRP3 inflamazomu bilesenleri ve protein ekspresyon diizeylerini
incelemislerdir. Hasta grubunun intraseliller NLRP3, ASC, aktif kaspaz-1, pro-1L-1
diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu bildirilmistir. NLRP3
aktivasyonundan sonra, hasta grubunun protein ekspresyon diizeylerinin de yiikseldigi

bildirilmistir.

Ruscitti ve arkadaslar1 (2015) romatoid artrit hastalarinin monositlerinde
NLRP3 mRNA ve protein ekspresyonlarini kontrol grubu ile karsilagtirarak
degerlendirmis, NLRP3 inflamazom aktivasyonu araciligi ile IL-1p iretiminin

arttigini bildirmistir.

Guo ve arkadaslar1 (2018) romatoid artrit ve osteoartrit hastalarinin sinoviyal
dokularinda NLRP3 iflamazom yolagi bilesenlerinin ekspresyon diizeylerini
karsilagtirmistir. Aktif kaspaz-1 ve NLRP3 protein ekspresyonlarinin romatoid artrit

hastalarinda daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Ote yandan bu goriislerin aksine bagka bir grup arastirmaci; Fransiz ve Tunus
popiilasyonunda NLRP3 ve CARDS genlerindeki tek niikleotid polizmorfizmlerinin
romatoid artrit duyarliligina bir etkisi olmadigi; kontrol ve hasta gruplarinin allel ve
genotip sikliklari karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadig:

sonucuna varmiglardir (Ben ve ark., 2012).
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Romatoid artrit  hastalarinin ~ periferal mononiikleer hiicreleri  ve
graniilositlerinde NLRP1 ve NLRP3 inflamazom bilesenlerinin mRNA ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Hasta grubundan izole edilen periferal mononiikleer
hiicrelerin kaspaz-1 ve NLRP1 ekspresyon diizeyleri kontrol grubundan diisiik
bulunurken; NLRP3, ASC ve IL-1p diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunmamustir.
Romatoid artritli hastalarin graniilositlerinde ise NLRP3, kaspaz-1 ve ASC mRNA
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu ifade edilmistir. Aragtirmacilar
NLRP1 ve NLRP3’lin romatoid artrit i¢in koruyucu faktorler oldugu sonucuna
vardiklarini bildirmislerdir (Wang ve ark., 2014).

Yang ve arkadaslar1 (2016) romatoid artrit hastalarinin periferal mononiikleer
hiicreleri ve noétrofillerinde NLRP3 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini
incelemisglerdir. Notrofil sayisi ile hastalik aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
oldugu bildirilmistir. Kaspaz-1’in hasta grubunda kontrole gére daha fazla aktive
oldugu; ancak, NLRP3 ekspresyonunun hasta grubunda anlamli derecede azaldig1 ve
hastalik siddeti ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Hastalik siddetinin
artmasina neden olan kaspaz-1 aracili IL-18 aktivasyonunun ise NLRP3 yolagindan

bagimsiz farkl bir yolak araciligiyla ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir.

Ulkemizde ve diinyada en sik goriilen sistemik otoimmiin hastalik olan
romatoid artritin tanisina olanak saglayan 6zgiin bir biyogdsterge bulunmamakla
birlikte hastaligin kesin ve etkin tedavisi de heniliz bulunamamistir. Ayrica uzun
yillardir bilinmesine ragmen etiyopatogenezinin de belirsizligini korumasi, bu
patolojide yeni biyogostergelere gereksinim oldugu gercegini ortaya c¢ikartmaktadir.
Son yillarda yayimlanan ¢esitli arastirmalarda otoimmiin hastaliklarda NLRP3
inflamazom yolaginin olduk¢a 6nemli oldugu ifade edilmektedir. Romatoid artrit
hastaliginda bu inflamazom yolaginin etkisinin degerlendirildigi az sayida ¢aligma
bulunmakla birlikte farkli aragtirmacilarin birbirini desteklemeyen sonuglar bildirdigi
goriilmektedir. NLRP3 inflamazomunun romatoid artirit tanis1 i¢in yeni ve umut
vaadedeci bir biyogosterge olabilecegi, bu yolagin inhibisyonunun hastaligin
tedavisine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Caligmamizda bu amagla farkl

hastalik  aktivitesi goOsteren romatoid artrit hastalarinda NLRP3 protein
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ekspresyonlarinin ve NLRP3 inflamazom yolag bilesenlerinin (NLRP3, IL-1p ve IL-
18) diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak farkli yontemler araciligi ile
degerlendirilmistir. Hasta grubumuz ilag¢ kullanan aktif veya remisyon dénemindeki
romatoid artrit hastalar1 ve ila¢ kullanmayan yeni tani almis romatoid artrit
hastalarindan olusmustur. Elde edilen veriler farkli hastalik aktivitesi gosteren, ilag
kullanan ve heniiz tedavisi baslamamis hasta gruplar i¢cinde degerlendirilerek bu
faktorlerin NLRP3 inflamazom yolagina etkisi incelenmistir. NLRP3 inflamazom
yolaginin hastalik tizerinde olusturdugu etkinin olas1 mekanizmalarindan biri olarak

ROT diizeyleri incelenmistir.

Konu ile ilgili yaymlanan ¢alismalar incelendiginde, ila¢ kullanan aktif ve
remisyon donemindeki romatoid artrit hastalar1 ve ila¢ tedavisi heniiz baglamamis yeni
tan1 almig romatoid artrit hastalarin karsilagtirilarak degerlendirildigi yaymlanmis
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica iilkemizde NLRP3 inflamazom
yolaginin romatoid artrit hastalig iizerine etkisinin incelendigi yaymlanmis herhangi
bir yayin veya tez bulunmamaktadir. Tezimiz bu yonleriyle 6zgiin bir ¢alismadir. Elde
edilen verilerin romatoid artritin patogenezinin aydinlatilabilmesine ve hastalikta etkin
yeni biyogostergelerin bulunabilmesine katki saglayabilecegi, yolagin inhibisyonunun

hastaligin tedavisine yeni bir bakis agis1 getirebilecegi diisiiniilmektedir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Avidin-biotin horseradish peroksidaz kompleks
[B-aktin (#4967)

Diamino benzidin (DAB)

DAB Substrat Kit

Entellan

Etanol

Fosfat tampon tuzu (PBS)

Hematoksilen

Histopaque 1077 (Lenfosit ayirma ¢ozeltisi)

Horseradish Peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder antikor

IL-1PB tayin kiti

IL-18 tayin kiti

Ksilol

Lityum Dodesil Sulfat (LDS) 6rnek tamponu
Metanol

NLRP3 tayin kiti

Primer antikor (NLRP3#13158)

Protein analiz kiti (Bradford)

Protein blokaj1

Proteaz inhibitdr kokteyli

Poliviniliden difloriir (PVDF) membran
Radyoimmiinopresipitasyon assay tamponu (RIPA)
ROT tayin Kiti

Sitrik asit

Santa Cruz
Cell Signaliing
Santa Cruz
GBI Labs
Merck

Merck

Sigma
Shandon
Sigma

Cell Signaliing
Elabscience
Elabscience
Merck
Invitrogen
Merck
Elabscience
Cell Signaling
Biorad

Santa Cruz
Boster-BosterBio
Invitrogen
Boster-BosterBio
Elabscience

Sigma
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Sekonder antikor

Sodyum sitrat

SPlink HRP Broad DAB Bulk. Kit.
Tris tampon tuzu (TBS)
Tris/Glisin/SDS tamponu

%30’ luk H203 soliisyonu

2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Buz makinast

Buzdolab1 (+4°C)

Cesitli cam ve plastik malzemeler

Cok kanalli mikropipet (ul)

Deiyonize su, distile su ve ultrafiltre saf su cihazi
Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Dijital kamera (C-7070)

Etiv

Giic kaynagi

Hassas terazi

Hemositometre

iBlot® blotlama sistemi

Lam (Poly-L-lysin kapli)

Lamel

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tiipti (Kapakli, 1 ml, 1.5 ml, 2 ml)
Mikroskop (BX51TF)

Mikropipet (10-100 pl, 100—1000 pl ve 1-5 ml)
Minifij

Mini inkiibator

Mini jel tanki

Santa Cruz
Sigma
GBI Labs
Sigma
Invitrogen

Sigma

Hoshizaki

Arcelik

Interlab, Orlab, Sigma
Eppendorf

Heal Force

Argelik

ScanCool

Olympus Corporation
Binder, Memmert
Mini S

Sartorius

Neubauer

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Isolab

Bioridge

Isolab

Olympus Corporation
Eppendorf

Biosan

Grant Boekel

Invitrogen
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Otomatik otoklav

Parafilm

Pipet ucu (0.5-10 pl, 10-200 pul ve 100-1000 ul)
pH metre

Rotator

Santrifiij

Sayim lam1 (Neubauer improved)
Sitosantrifiij

Spektrofotometre

Su banyosu

Tank (Blotlama)

Ultrasonik banyo

Vorteks

Yatay calkalayict

96 kuyucuklu plak

2.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sanyo

Sigma

Isolab

Mettler Toledo
Labinco

Sigma

Marienfeld

Thermo Fisher Scientific
Molecular Devices
Huber

Invitrogen

Wisd Laboratory Inst.
Labinco

Bellco

Isolab

2.1.3.1. Western Blot Yontemi I¢in Kullanilan Cozeltiler

Yiiriitme Tamponu: 50 mM 4-morfolineetan sulfonik asit (MES), 50 mM Tris Base,
0.1% sodyum dodesil siilfat (SDS), 1 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (pH

7.3) igeren ¢ozelti kullanilmustir,

LDS Ornek Tamponu: %40 gliserol, %4 LDS, 0.8 M trietanolamin-Cl pH 7.6, %4
Fikol, %0.025 fenol kirmizisi, %0.025 komazi G250, 2 mM EDTA disodyum igeren

¢ozelti kullanilmastir.

RIPA Tamponu: %1 NP-40, %0.5 sodyum deoksikolat, 0.1% SDS igeren ¢ozelti

kullanilmustir.
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Bloklama Tamponu: % 0.05 Tween-20 igeren PBS ¢ozeltisi, %1°lik kazein ¢ozeltisi

ile uygun miktarda birlestirilerek kullanilmistir.

Antikor Yikama Cozeltisi: % 0.05 Tween-20 iceren PBS tampon kullanilmistir.

2.1.3.2. Immiinositokimya Yontemi I¢in Kullamlan Cézeltiler

H20:2 Blokaji Soliisyonu: 30 ml %30’ luk H20z lizerine 470 ml metanol ilave edilerek

kullanilmustir.

Antijen Retrieval Soliisyonu (0.01 M, pH: 6.0): 2.101 gr sitrik asit 100 ml distile
suda ¢oziilmiistiir. 0.1 M 14.7 gr sodyum sitrat (B) 500 ml distile suda ¢oziilmiistiir. A
sollisyonundan 27 ml, B soliisyonundan 123 ml alinmis ve 1500 ml’ye distile su ile

tamamlanmustir.

0.005 M Tris Tamponu: 60.55 gr tris base ve 85.20 gr sodyum kloriir (NaCl) 500 ml
distile suda ¢oziilmiistiir. Bu karisima uygun hacimde 1 M HCI eklenmis, pH: 7.6’ya

getirilip 1 litreye tamamlanmustir.

2.1.3.3. Enzime Bagh immiinosorban Analiz (ELISA) Yéntemi i¢in Kullanilan

Cozeltiler

2.1.3.3.1. NLRP3 Tayini I¢in Kullamlan Cézeltiler

Standart veya Numune Seyreltici Cozelti: Standart ve numune c¢dozeltilerini

hazirlamak i¢in Kit i¢inde hazir halde bulunan ¢6zeltiler kullanilmustir.
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Yikama Cozeltisi: Kit i¢inde konsantre olarak bulunan yikama ¢ozeltisi distile su ile
uygun hacme diliie edilmis ve sonrasinda 750 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti
40°C’ye gelene kadar 1sitilmis ve igindeki kristaller ¢oziinene kadar hafifce

calkalanmistir. Oda sicakliina getirildikten sonra kullanilmistir.

Standart Calisma Cozeltisi: Kit i¢cinde bulunan stok ¢ozelti 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Uzerine 1 ml standart veya numune seyreltici ¢ozelti eklenmistir.
10 dakika beklenmis ve birkac kez yavasca ters diiz edilerek ¢6zeltinin homojen olmast
saglanmistir. Hazirlanan 10 ng/ml’lik stok ¢ozeltiden hesaplanan miktarlarda alinmis
ve standart/numune seyreltici ¢ozelti ile 1ml’ye tamamlanmistir. 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63,
0.31, 0.16, 0.8, 0.4 ng/ml konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin her

kullanimda taze olmasina dikkat edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde bulunan

seyreltme ¢ozeltisi kullanilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Calisma Cozeltisi: Biyotinlenmis deteksiyon
antikor seyreltme c¢ozeltisi kullanilarak kit i¢cinde konsantre halde bulunan ¢ozelti

1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit i¢inde bulunan seyreltme ¢ozeltisi

kullanilmastir.

HRP Konjugat Calisma Cozeltisi: HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit
icinde yer alan konsantre ¢ozelti 1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Substrat Cozeltisi: Kit i¢inde bulunan ¢6zelti 1s1ktan korunarak kullanilmustir.

Durdurma Caozeltisi: Kit icinde bulunan hazir durdurma ¢6zeltisi kullanilmistir.
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2.1.3.3.2. IL-1P Tayini i¢in Kullamlan Cozeltiler

Standart veya Numune Seyreltici Cozelti: Standart ve numune ¢ozeltilerini

hazirlamak i¢in kit i¢inde hazir halde bulunan ¢ozeltiler kullanilmistir.

Yikama Cozeltisi: Kit i¢cinde konsantre olarak bulunan yikama ¢6zeltisi distile su ile
uygun hacme diliie edilmis ve sonrasinda 750 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti
40°C’ye gelene kadar sitilmis ve igindeki kristaller ¢oziinene kadar hafifce

calkalanmistir. Oda sicakligina getirildikten sonra kullanilmistir.

Standart Calisma Cozeltisi: Kit icinde bulunan stok c¢ozelti 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Uzerine 1 ml standart/numune seyreltici ¢ozelti eklenmistir. 10
dakika beklenmis ve birkag kez yavasca ters diiz edilmistir. Cozeltinin homojen olmasi
saglanmistir. Hazirlanan 500 pg/ml’lik stok ¢ozeltiden hesaplanan miktarlarda alinmis
ve standart/numune seyreltici ¢ozelti ile 1ml’ye tamamlanmistir. 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 7.81, 3.90, 1.95, 0 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin her

kullanimda taze olmasina dikkat edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Seyreltme Cozeltisi: Kit i¢inde bulunan

seyreltme ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Calisma Cozeltisi: Biyotinlenmis deteksiyon
antikor seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit i¢cinde konsantre halde bulunan ¢ozelti

1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde bulunan seyreltme ¢ozeltisi

kullanilmastir.
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HRP Konjugat Calisma Cozeltisi: HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit
icinde yer alan konsantre ¢ozelti 1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Substrat Cozeltisi: Kit i¢inde bulunan ¢ozelti 1s1iktan korunarak kullanilmistir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icinde bulunan hazir durdurma ¢o6zeltisi kullanilmistir.

2.1.3.3.3. IL-18 Tayini i¢cin Kullanmilan Cézeltiler

Standart veya Numune Seyreltici Cozelti: Standart ve numune c¢ozeltilerini

hazirlamak i¢in kit i¢ginde hazir halde bulunan ¢ozeltiler kullanilmistr.

Yikama Cozeltisi: Kit i¢inde konsantre olarak bulunan yikama ¢ozeltisi distile su ile
uygun hacme diliie edilmis ve sonrasinda 750 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti
40°C’ye gelene kadar sitilmis ve icindeki kristaller ¢oziinene kadar hafifce

calkalanmigtir. Oda sicakliina getirildikten sonra kullanilmistir.

Standart Calisma Cozeltisi: Kit icinde bulunan stok ¢ozelti 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Uzerine 1 ml standart/numune seyreltici ¢ozelti eklenmistir. 10
dakika beklenmis ve birkag kez yavasca ters diiz edilmistir. Cozeltinin homojen olmasi
saglanmistir. Hazirlanan 500 pg/ml’lik stok ¢6zeltiden hesaplanan miktarlarda alinmis
ve standart/numune seyreltici ¢ozelti ile 1ml’ye tamamlanmistir. 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 7.81, 3.90, 1.95, 0 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin her

kullanimda taze olmasina dikkat edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde bulunan

seyreltme ¢ozeltisi kullanilmastir.
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Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Calisma Céozeltisi: Biyotinlenmis deteksiyon
antikor seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit iginde konsantre halde bulunan g¢ozelti

1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit i¢cinde bulunan seyreltme c¢ozeltisi

kullanilmistir.

HRP Konjugat Calisma Cozeltisi: HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit
icinde yer alan konsantre ¢ozelti 1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Substrat Cozeltisi: Kit i¢inde bulunan ¢ozelti 1s1ktan korunarak kullanilmistir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icinde bulunan hazir durdurma ¢ozeltisi kullanilmaistir.

2.1.3.3.4. ROT Tayini i¢cin Kullanilan Cézeltiler

Standart veya Numune Seyreltici Cozelti: Standart ve numune c¢dozeltilerini

hazirlamak i¢in kit i¢inde hazir halde bulunan ¢ozeltiler kullanilmistir.

Yikama Cozeltisi: Kit i¢cinde konsantre olarak bulunan yikama ¢ozeltisi distile su ile
uygun hacme diliie edilmis ve sonrasinda 750 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti
40°C’ye gelene kadar 1sitilmis ve igindeki kristaller ¢oziinene kadar hafifce

calkalanmistir. Oda sicakligina getirildikten sonra kullanilmastir.

Standart Calisma Cozeltisi: Kit icinde bulunan stok ¢ozelti 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Uzerine 1 ml standart/numune seyreltici ¢ozelti eklenmistir. 10
dakika beklenmis ve birkag kez yavasega ters diiz edilmistir. Cozeltinin homojen olmasi

saglanmistir. Hazirlanan 10 ng/ml’lik stok ¢ozeltiden hesaplanan miktarlarda alinmis
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ve standart/numune seyreltici ¢ozelti ile 1ml’ye tamamlanmistir. 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63,
0.31, 0.16, 0 ng/ml konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢6zeltilerin her kullanimda

taze olmasina dikkat edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde bulunan

seyreltme ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikor Calisma Cozeltisi: Biyotinlenmis deteksiyon
antikor seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit i¢inde konsantre halde bulunan ¢6zelti

1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde bulunan seyreltme ¢ozeltisi

kullanilmistir.

HRP Konjugat Calisma Cozeltisi: HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak kit
icinde yer alan konsantre ¢ozelti 1/100 oraninda seyreltilmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Substrat Cozeltisi: Kit icinde bulunan ¢6zelti 1s1ktan korunarak kullanilmistir.

Durdurma Cozeltisi: Kit icinde bulunan hazir durdurma ¢6zeltisi kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Cahisma Grubu

Tez ¢alismasi, Ankara Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu Baskanligi’nin 25.07.2016 tarih ve 13-605-16 karar sayisi ile alinan etik
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kurul onay1 (Ek 1) dogrultusunda Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak yiiriitiilmiistiir.
Calisma grubu T.C. Saglik Bakanligi Ankara Atatiirk Egitim ve Aragtirma Hastanesi
Romatoloji Klinigi ile igbirligi yapilarak olusturulmustur. Arastirmaya dahil olma ve
Oolmama kriterleri belirlenmistir. Romatoloji hekiminin onay verdigi, 18-65 yas
araliginda, kadin ve erkek goniilliiler aragtirmaya dahil edilmistir. Katilimcilar
arastirma konusunda bilgilendirilmislerdir. Caligmada hasta ve kontrol grubu olmak
tizere iki grup olusturulmus, hasta grubu hastaligin donemine gore kendi i¢inde {i¢ alt

sinifa ayrilmistir.

2.2.1.1. Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri

Hasta Grubu

e Grup 1: 18-65 yas araliginda aktif donem hastalarindan olusmaktadir (n=11).

e Grup 2: 18-65 yas araliginda remisyon donemi hastalarindan olugsmaktadir
(n=16).

e Grup 3: 18-65 yas araliginda yeni tan1 konmus, hastalikla ilgili ilag tedavisi

heniiz baslamamis hastalardan olugsmaktadir (n= 29).

Kontrol Grubu

e Grup 1: Kendisinde veya 1. derece yakinlarinda otoimmiin hastalik dykiisii

bulunmayan saglikli bireylerden olusmaktadir (n=30).
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2.2.1.2. Aragtirmaya Dahil Olmama Kriterleri

Hasta Grubu

e 18 yasindan kiigiik ve 65 yasindan biiyiik,
e Romatoid artrit harici bir otoimmiin hastalik 6ykiisii olan,

e Gebeler ve psikiyatrik hastaligi olan bireyler arastirmaya dahil edilmemistir.

Kontrol Grubu

e 18 yasindan kii¢iik ve 65 yasindan biiyiik,
e Otoimmiin hastalik 6ykiisii olan,
e 1. derece yakinlarinda otoimmiin hastalik dykiisii olan,

e Gebeler ve psikiyatrik hastali1 olan bireyler arastirmaya dahil edilmemistir.

2.2.2. Biyolojik Numunelerin Toplanmasi

T.C. Saglik Bakanligi Ankara Atatiirck Egitim ve Arastirma Hastanesi
Romatoloji Klinigi’nde ¢alisma i¢in uygun kriterleri tasiyan goniiller belirlenmistir.
Goniilliilerden temin edilen kan numuneleri EDTA’I1 laboratuvar tiiplerine alinmistir.
Toplanan numuneler, uygun saklama ve nakil kosullari gozetilerek analizlerin
yapilacag Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji Arastirma

Laboratuvari’na soguk zincir ile nakledilmistir.

2.2.3. Biyolojik Numunelerin Hazirlanmasi

T.C. Saglik Bakanligi Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Romatoloji Klinigi’nden alinan ve Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik

Toksikoloji Anabilim Dali Arasgtirma Laboratuvari’na getirilen EDTA’]1 tiiplerdeki
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tam kan numunelerinden plazma ve periferal mononiikleer hiicre elde etmek amaciyla

gerekli hazirliklar yapilmigtir.

2.2.3.1. Biyolojik Numunelerden Plazma izolasyonu

EDTA’ tiiplerdeki tam kan numuneleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen plazma numuneleri kiigiik tiiplere boliinerek analiz giiniine
kadar -20°C’de derin dondurucuda saklanmstir. Analiz giinii oda sicakligina getirilen

orneklerde Ol¢limler gerceklestirilmistir.

2.2.3.2. Biyolojik Numunelerden Periferal Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu

Kan numunelerinden periferal mononiikleer hiicre izolasyonu i¢in asagidaki

prosediir uygulanmustir.

1. Kan numuneleri 50 mI’lik steril falkon tiiplere aktarilarak esit hacimde PBS ile

dilue edilmistir.

2. Steril falkon tiiplere elde edilen kan numunesine gére uygun miktarda fikol

ilave edilmistir.

3. Diliie edilen numuneler steril pipet yardimai ile i¢inde fikol olan 50 ml’lik steril

falkon tiiplere aktarilmistir (Sekil 2.1)
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Sekil 2. 1. Fikol tizerinde PBS ile seyreltilmis kan numunesinin goriintiisii

4. Falkon tiipler 20 dakika boyunca 2300 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. I¢inde fikol bulunan tiipiin ara yiizeyi (periferal mononiikleer hiicreleri igeren

kisim), steril pastor pipet yardimiyla, i¢cinde PBS bulunan 50 mI’lik falkon tiipe
almmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2. Santrifiijden sonra kan numunesinin goriintiisii (Periferal mononiikleer hiicreler
bulutsu tabaka i¢inde yer almaktadir.)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Periferal mononiikleer hiicreleri iceren 50 ml’lik falkon tiip PBS ile 50 ml’ye

tamamlanmastir.

Falkon tiipler 10 dakika boyunca 1600 rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra supernatant ortamdan uzaklastirilmistir.

Steril bir pipet yardimiyla dipteki hiicreler yeniden suspanse edilmistir.

Falkon tiipler PBS ile tekrar 50 ml’ye tamamlanmustir.

Falkon tiipler 10 dakika boyunca 1600 rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra supernatant ortamdan uzaklastirilmistir.

Steril bir pipet yardimiyla dipteki hiicreler yeniden suspanse edilmistir.

Sayim lamina konulan hiicrelerin {lizerine tripan mavisi eklenmis ve hiicre

sayimi yapilmistir.

Hemen kullanilmayacak hiicreler analiz giiniine kadar -20°C’de derin
dondurucuda saklanmistir. Hemen ¢alisilacak hiicreler igin uygun prosediir

takip edilmistir.

2.2.3.3. Periferal Mononiikleer Hiicrelerden Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Periferal mononiikleer hiicrelerin tizerineki siv1 uzaklastirildiktan sonra; 1:100

oraninda hazirlanmis RIPA tamponu ve protein inhibitor kokteyli karisimi eklenmis

ve vortekslenmistir. Karisim +4°C’de 1 saat boyunca karistirilmistir. Sonrasinda

ornekler 14000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kismi alinarak kiiciik

tiiplere boltinmiis ve hemen kullanilmayacak numuneler -20°C’de saklanmaistir.
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Numunelerin protein miktarlar: Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Protein
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemle Ol¢lilmiis ve her bir o6rnek igin

hesaplama yapilmistir.

2.2.4. Western Blot Yontemi

1. Protein miktarina bagli olarak uygun miktarda deiyonize su, ornek rediikleme
maddesi ve LDS 6rnek tamponu eklenen numuneler 70°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir (Sekil 2.3). Sonrasinda tiiplerin oda sicakligina ulagmasi1 beklenmis

ve jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

S
\

§BE) = e
tempefalre *c
o | & .

Sekil 2. 3. Inkiibasyona birakilan 6rnek ¢ozeltilerin goriintiisii

2. Dikey elektroforez jel sistemi tankina jeller yerlestirilmistir. Tankin jeller
arasinda kalan i¢ havuzu 6nce olmak iizere, i¢ ve dis havuza sizma olmayacak
sekilde vyiiriitme c¢ozeltisi doldurulmustur. Ornek yiikleme islemine
baslamadan once kuyucuklara yliriitme tamponu eklenmis ve kuyucuklar

yikanmistir.
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3. Ik kuyucuga SeeBlue plus2 pre-stained standart, diger kuyucuklara &rnek
uygulanmustir (Sekil 2.4, 2.5).

kDa
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Sekil 2. 4. SeeBlue plus2 pre-stained standart

Sekil 2. 5. SeeBlue plus2 pre-stained standart ve numunelerin uygulandigi dikey jel sistemi
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4. Dikey jel sistemi giic kaynagina baglanmis, uygun volt ve siire ayarlanarak

numunelerin yiiriimesi saglanmistir (Sekil 2.6).

Sekil 2. 6. SeeBlue plus2 pre-stained standart ve numunelerin uygulandigi dikey jel sistemi ve
gii¢ kaynag1 baglantisi

5. Yiiriitme iglemi bittikten sonra jel sikistirma aparat1 acilarak jel kaseti yerinden
cikartilmistir. Jel kuyucuk ¢ikintilart uzaklastirilmis ve jelin asil kismi tampon

igcine alinmistir.

6. Transfer islemi icin kullanilacak filtre kagitlar1 ve silingerler transfer

tamponunda 1slatilmistir.

7. Sandvig olusturacak sekilde uygun sira gozetilerek; jel, PVDF membran, filtre
kagid1 ve siinger en altta anot, en iistte katod stack olacak sekilde iblot®
sistemine yerlestirilmistir. Her asamada hava kabarciginin kalmadigi kontrol
edilmistir. Uygun program segilerek transfer gergeklestirilmistir (Sekil 2.7, 2.8,
2.9).
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Sekil 2. 8. Iblot® transfer sisteminin agik goriintiisii - 2
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Sekil 2. 9. iblot® transfer sisteminin kapal goriintiisii

8. Proteinlerin transferi tamamlandiktan sonra PVDF membran alinmis ve 1 saat

boyunca bloklama tamponu iginde galkalanmistir (Sekil 2.10).

Sekil 2. 10. Transfer tamamlandiktan sonra PVDF membran goriintiisii

9. PVDF membran 3 kere 5’er dakika distile su ile yikanmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

PVDF membran, bloklama tamponu i¢inde uygun oranda seyreltilerek
hazirlanmig birincil antikor ile ¢alkalayicida +4°C’de, 12-16 saat muamele
edilmistir.

PVDF membran 3 kere 10’ar dakika antikor yikama ¢ozeltisi ile yikanmustir.
PVDF membran, bloklama tamponu i¢inde uygun oranda seyreltilerek
hazirlanmis ikincil antikor ile oda sicakliginda ¢alkalayicida 1 saat muamele
edilmistir.

PVDF membran 3 kere 10’ar dakika antikor yikama ¢ozeltisi ile yikanmustir.

PVDF membran 3 kere 5’er dakika distile su ile yikanmuistir.

Membran, bantlar olusana kadar (1 — 60 dakika) kromojenik boya iceren

substrat ¢cozeltisi ile muamele edilmistir.

PVDF membran 3 kere 5’er dakika distile su ile yikanmustir.

Membran filtre kagidi tizerinde alinmis ve agik havada kurumasi beklenmistir.

Elde edilen goriintiilerde proteinlere ait bantlarin yogunlugu, Image J Software

programi aracilifiyla degerlendirilmis ve B-aktin ile normalize edilmistir.

2.2.5. Immiinositokimya Yéntemi

Hasta ve kontrol grubundan alinan tam kan numunelerinden elde edilen

periferal mononiikleer hiicreler immiinsitokimya yontemi i¢in hazirlanmigtir. Bu

amagla agagidaki basamaklar izlenmistir (Oguztiiziin ve ark., 2012; Simsek ve ark.,

2012).
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1. Inceleme yapilacak numuneler poly-L-lysine ile kaplanmig lamlara almmustir

(Sekil 2.11).

Sekil 2. 11. Immunositokimya yonetmi icin hazirlanmis poly-L-lysine kapli lamlar ve
sitosantrifiij aparatlari

2. Hazirlanan lamlar 1000 rpm’de 5 dakika sitosantrifiij islemine tabi tutulmustur
(Sekil 2.12).

Cvmsnu 4

[mv s] [mnm ’

Sekil 2. 12. Lamlara uyguladigimiz sitosantrifiij islemi

3. Santrifiijden ¢ikarilan preparatlar alkolde tesbit edilmistir.
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Sonrasinda lamlar 1-2 dakika distile su ile yikanmistir.

Lamlar 10 dakika H2O2 blokajina maruz birakilmustir.

Sonrasinda lamlar yine distile su ile 2-3 dakika yikanmustir.

Lamlar 5’er dakika siire ile 3 kez PBS tamponu ile yikanmaistir.

Lamlara 10 dakika siire ile protein bloklama ¢ozeltisi uygulanmistir (Sekil
2.13).

- -

AN

9.

Sekil 2. 13. Bloklama ¢ozeltisi uygulanan preparatlar

Sonrasinda lamlar 6n g¢alismalarla uygun diliisyon orani belirlenmis primer

antikor ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir (1/200) (Sekil 2.14).
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17.

18.

Sekil 2. 14. Primer antikor ile inkiibasyona birakilan preparatlar

Lamlar 5’er dakika siire ile 3 kez PBS tamponu ile yikanmustir.

10 dakika siire ile sekonder antikor uygulamasi yapilmustir.

Lamlar 5’er dakika siire ile 3 kez PBS tamponu ile yikanmistir.

Lamlara 10 dakika streptavidin-HRP kompleksi uygulanmistir.

Lamlar 5’er dakika stire ile 3 kez PBS tamponu ile yikanmistir.

Lamlar 10 dakika DAB ¢ozeltisine maruz birakilmustir.

Sonrasinda lamlar 2-3 dakika distile su ile yikanmistir.

Lamlar kisa siire hematoksilende bekletilmistir.

%45-%50-%60-%70-%80-%90-%96 ve mutlak alkol serilerinden gegirilen

preparatlar bu islemin ardindan ksilolde bekletilmistir (Sekil 2. 15).
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Sekil 2. 15. Alkol ve ksilol uygulanan preparatlar.

19.  Sonolarak Entellan ® ile kapatilmis ve kurumaya birakilmistr.

20. Preparatlar kurutulduktan sonra incelenmeye hazir hale getirilmistir.

21.  Immiinositokimyasal degerlendirmeler 151k mikroskobunda (Olympus
Corporation U-DO3), hiicrelerin boyanma derecelerine gore; (0): negatif
boyanma (protein ifadesi yok), (+1): pozitif boyanma (protein ifadesi var)
seklinde yapilmis ve ardindan Olympus Corporation Dijital kamera (C-7070)
ile fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.6. ELISA Yontemi

ELISA; 6zgiil antijen-antikor iligkisini, antikora bir enzim baglanmasi ve bu
baglanmis enzimin substratla olusturdugu renkli {iriinlerin tayin edilmesi esasina
dayanan bir 6l¢iim yontemidir. Hasta ve kontrol grubundan elde edilen plazmalarda
bu yontem kullanilarak plazma NLRP3, IL-1B, IL-18 ve ROT diizeyleri 6l¢lilmiistiir.
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2.2.6.1. Plazma NLRP3 Tayini

Kullanilan yontem sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Bu amagla

insan NLRP3’e 6zgiin antikorla kaplanmis plaklar kullanilmistir.

Deney prosediiriinde kullanilan tim c¢ozeltiler Oncelikle oda sicakligina
getirilmistir. Cozeltiler hazirlanirken kdpiirme olmamasina dikkat edilmistir. Ornekler

kullanimdan once vortekslenmistir.

1. Kit i¢cerisinde bulunan kaplanmis plaklarin her kuyucuguna 100 pl standart, kor
veya Ornek ¢ozelti eklenmistir. Kor cozelti olarak standart veya ornek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilmistir. Kuyucuklara 6rnek, standart veya kor ¢ozelti
ilave edilmis, sonrasinda plaklar yavasca c¢alkalanmigtir. Plaklarin iizeri
dikkatlice kapatilmig, sonrasinda plaklar 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika

inkiibe edilmistir.

2. Kuyucuklara hizlica 100 pl biyotinlenmis deteksiyon antikor ¢alisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Plaklar yavascga ¢alkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis,

sonrasinda 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

3. Oncelikle kuyucuklardaki c¢ozeltiler cekilmistir. Sonrasinda 400 pl yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozeltiler
cekilmistir. Bu yikama islemi 3’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

4. Her kuyucuga 100 pul HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenmistir. Plaklar
yavasca calkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis, sonrasinda 37°C’de

30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Oncelikle kuyucuklardaki c¢ozeltiler ¢ekilmistir. Sonrasinda 400 pl yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozelti
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cekilmistir. Bu yikama islemi 5’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat eklenmistir. Plaklarin tistii Kapatilmis ve 1s1k
almamasina dikkat edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

7. Her kuyucuga hizlica 50 ul durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Cozeltilerin absorbansi spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢tilmiistiir.

NLRP3 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Kuyucuklarda yer alan ¢ozeltilerin
absorbanslart  Molecular Devices Spectramax 190 mikroplaka okuyucu
spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. NLRP3 diizeylerini hesaplamak i¢in Softmax® Pro
7.0.3 programi kullanilmistir. Programda standart ve 6rnek gruplari tanimlanmis olup,
semi-log algoritmast kullanilmistir. Konsantrasyona karsi ortalama standart
absorbanslari ile standart egri elde edilmistir. Orneklerin NLRP3 diizeyleri bu egriye

gore saptanmis olup, sonuglar ng/ml cinsinden verilmistir.

2.2.6.2. Plazma IL-1p Tayini

Kullanilan yontem sandvi¢-ELISA prensibine gore ¢alismaktadir. Bu amacla

insan IL-1B’ya 6zgiin antikorla kaplanmis plaklar kullanilmistir.

Deney prosediiriinde kullanilan tiim ¢d6zeltiler oncelikle oda sicakligina
getirilmistir. Cozeltiler hazirlanirken kdpiirme olmamasina dikkat edilmistir. Ornekler

kullanimdan 6nce vortekslenmistir.

1. Kit i¢erisinde bulunan kaplanmis plaklarin her kuyucuguna 100 pl standart, kor
veya Ornek c¢ozelti eklenmistir. Kor ¢ozelti olarak standart veya Ornek

seyreltme ¢ozeltisi kullanilmigtir. Kuyucuklara 6rnek, standart veya kor ¢ozelti
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ilave edilmis, sonrasinda plaklar yavasg¢a calkalanmistir. Plaklarin {izeri
dikkatlice kapatilmis, sonrasinda plaklar 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika

inkiibe edilmistir.

Kuyucuklara hizlica 100 pl biyotinlenmis deteksiyon antikor ¢alisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Plaklar yavasc¢a ¢alkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis,

sonrasinda 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Oncelikle kuyucuklardaki ¢ozeltiler gekilmistir. Sonrasinda 400 ul yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozeltiler
cekilmistir. Bu yikama islemi 3’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

Her kuyucuga 100 pul HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenmistir. Plaklar
yavasc¢a calkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis, sonrasinda 37°C’de

30 dakika inkiibe edilmistir.

Oncelikle kuyucuklardaki c¢ozeltiler ¢ekilmistir. Sonrasinda 400 pl yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki c¢ozelti
cekilmistir. Bu yikama islemi 5’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

Her kuyucuga 90 pl substrat eklenmistir. Plaklarin iistii kapatilmis ve 1s1k
almamasina dikkat edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Her kuyucuga hizlica 50 pl durdurma cozeltisi eklenmistir.

(Cozeltilerin absorbansi spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.

IL-1p Diizeylerinin Hesaplanmasi: Kuyucuklarda yer alan ¢ozeltilerin absorbanslari

Molecular Devices Spectramax 190 mikroplaka okuyucu spektrofotometre ile

Olclilmiistiir. IL-1B diizeylerini hesaplamak i¢in Softmax® Pro 7.0.3 programi
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kullanilmistir. Programda standart ve 6rnek gruplari tamimlanmis olup, semi-log
algoritmasi kullanilmigtir. Konsantrasyona karsi ortalama standart absorbanslart ile
standart egri elde edilmistir. Orneklerin IL-1p diizeyleri bu egriye gore saptanmis olup,

sonuglar pg/ml cinsinden verilmistir.

2.2.6.3. Plazma IL-18 Tayini

Kullanilan yontem sandvi¢-ELISA prensibine gore ¢alismaktadir. Bu amagla

insan I1L-18’e 6zgiin antikorla kaplanmis plaklar kullanilmistir.

Deney prosediiriinde kullanilan tim c¢ozeltiler oncelikle oda sicakligina
getirilmistir. Cozeltiler hazirlanirken kdpiirme olmamasina dikkat edilmistir. Ornekler

kullanimdan 6nce vortekslenmistir.

1. Kit i¢erisinde bulunan kaplanmis plaklarin her kuyucuguna 100 pl standart, kor
veya Ornek c¢ozelti eklenmistir. Kor ¢ozelti olarak standart veya oOrnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilmistir. Kuyucuklara 6rnek, standart veya kor ¢ozelti
ilave edilmis, sonrasinda plaklar yavasga g¢alkalanmistir. Plaklarin {izeri
dikkatlice kapatilmis, sonrasinda plaklar 37°C’ye ayarlanmuis etiivde 90 dakika

inkiibe edilmistir.

2. Kuyucuklara hizlica 100 pl biyotinlenmis deteksiyon antikor ¢aligma ¢ozeltisi
eklenmistir. Plaklar yavas¢a calkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis,

sonrasinda 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

3. Oncelikle kuyucuklardaki c¢ozeltiler cekilmistir. Sonrasinda 400 ul yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozeltiler
cekilmigtir. Bu yikama islemi 3’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.
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4. Her kuyucuga 100 pl HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenmistir. Plaklar
yavasca calkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmig, sonrasinda 37°C’de

30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Oncelikle kuyucuklardaki ¢ozeltiler gekilmistir. Sonrasinda 400 ul yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozelti
cekilmistir. Bu yikama islemi 5’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat eklenmistir. Plaklarin {istii kapatilmis ve 151k
almamasina dikkat edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

7. Her kuyucuga hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Cozeltilerin absorbansi spektrofotometrede 450 nm’de ol¢iilmiistiir.

IL-18 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Kuyucuklarda yer alan ¢dzeltilerin absorbanslari
Molecular Devices Spectramax 190 mikroplaka okuyucu spektrofotometre ile
Olclilmiistiir. IL-18 diizeylerini hesaplamak i¢in Softmax® Pro 7.0.3 programi
kullanilmistir. Programda standart ve ornek gruplari tamimlanmis olup, semi-log
algoritmasi kullanilmistir. Konsantrasyona karsi ortalama standart absorbanslari ile
standart egri elde edilmistir. Orneklerin IL-18 diizeyleri bu egriye gore saptanmistir.

Sonuglar pg/ml cinsinden verilmistir.

2.2.6.4. Plazma ROT Tayini

Kullanilan yontem sandvi¢-ELISA prensibine gore calismaktadir. Bu amagla

insan ROT’a 6zgiin antikorla kaplanmig plaklar kullanilmustir.
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Deney prosediiriinde kullanilan tim c¢ozeltiler 6ncelikle oda sicakligina
getirilmistir. Cozeltiler hazirlanirken kdpiirme olmamasina dikkat edilmistir. Ornekler

kullanimdan 6nce vortekslenmistir.

1. Kit igerisinde bulunan kaplanmis plaklarin her kuyucuguna 100 pl standart, kor
veya Ornek ¢ozelti eklenmistir. Kor cozelti olarak standart veya Ornek
seyreltme ¢6zeltisi kullanilmistir. Kuyucuklara 6rnek, standart veya kor ¢ozelti
ilave edilmis, sonrasinda plaklar yavas¢a calkalanmistir. Plaklarin {izeri
dikkatlice kapatilmis, sonrasinda plaklar 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika

inkiibe edilmistir.

2. Kuyucuklara hizlica 100 pl biyotinlenmis deteksiyon antikor ¢alisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Plaklar yavas¢a ¢alkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis,

sonrasinda 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

3. Oncelikle kuyucuklardaki ¢ozeltiler ¢ekilmistir. Sonrasinda 400 pl yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozeltiler
cekilmistir. Bu yikama islemi 3’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

4. Her kuyucuga 100 pl HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenmistir. Plaklar
yavasc¢a calkalandiktan sonra iizeri dikkatlice kapatilmis, sonrasinda 37°C’de

30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Oncelikle kuyucuklardaki ¢ozeltiler cekilmistir. Sonrasinda 400 ul yikama
cozeltisi ilave edilmistir. 2-3 dakika bekletilmis ve kuyucuklardaki ¢ozelti
cekilmigtir. Bu yikama islemi 5’er kez tekrarlanmistir. Son yikama isleminden

sonra kuyucuklar dikkatlice kurutulmustur.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat eklenmistir. Plaklarin iistii kapatilmis ve 1s1k
almamasina dikkat edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
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7. Her kuyucuga hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

8. Cozeltilerin absorbansi spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢lilmiistiir.

ROT Diizeylerinin Hesaplanmasi: Kuyucuklarda yer alan ¢ozeltilerin absorbanslari
Molecular Devices Spectramax 190 mikroplaka okuyucu spektrofotometre ile
Olciilmiistir. ROT diizeylerini hesaplamak i¢in Softmax® Pro 7.0.3 programi
kullanilmistir. Programda standart ve ornek gruplari tanimlanmis olup, semi-log
algoritmas1 kullanilmistir. Konsantrasyona karsi ortalama standart absorbanslar ile
standart egri elde edilmistir. Orneklerin ROT diizeyleri bu egriye gore saptanmis olup,

sonuglar ng/ml cinsinden verilmistir.

2.2.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analiz edilebilmesi, istatistiksel degerlendirmelerin yapilabilmesi
amaciyla, IBM SPSS Statistics V.25.0 (IBM Corp., Rel. 2017, Armonk, NY)

kullanilmistir.

Sayisal degiskenler ortalama+standart sapma (SS) veya ortalamanin standart
hatas1 (SEM), kategorik degiskenler ise olgu sayis1 ve yiizde olarak ifade edilmistir.
Siirekli sayisal degigkenlerin dagilim profillerinin degerlendirilebilmesi amaciyla
incelenen grubun 6zelliklerine gore Shapiro-Wilk veya Kolmogorov Smirnov testi
uygulanmis, varyanslarin homojenligi icin Levene testi kullanilmistir. Normal dagilim
gosteren, parametrik test istatistigi varsayimlarinin saglandigi degiskenler agisindan
gruplar arasi farkliligin 6nemi, incelenen gruplarin 6zelligine gore, student t veya one-
way ANOVA, post hoc Fisher’in en kii¢iikk anlamli farklilik (LSD) testi ile
degerlendirilmistir.  Normal dagilim gdstermeyen, parametrik test istatistigi
varsayimlarinin saglanmadigi gruplardan elde edilen veri farkliliklar1 ise Man-
Whitney U testi ile karsilastirilmistir. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar Ki-

kare testi ile incelenmistir.
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Spearman’in sira korelasyon analizi uygulanarak verilere ait tanimlayict
istatistikler ve bagimli degiskenler arasindaki iliskiler aragtirilmistir. Coklu degiskenli
lojistik regresyon analizleri ile yas, cinsiyet, sigara oykiisii gibi karistirict faktorlere
gore diizeltme yapilmis ve incelenen parametrelerin hastalik {izerine etkisi olup

olmadig1 arastirilmistir. Ayrica kovaryans analizi yapilarak sonuglar teyid edilmistir.

Bir hastaligin tesbit edilebilmesi i¢in yapilan tani testinin sonuglarmin anlaml
ve giivenilir oldugunun belirlenmesi ve gercek etkinlik diizeyinin denetlenmesi
gerekmektedir. Bu degerlendirmenin yapilabilmesi icin Alic1 Isletim Karakteristig
(ROC) analizi olduk¢a 6nemlidir. Duyarlilik ve dzgiilliikk limitlerinin kiyaslanmasi ile
testlerin ayirt etme giicii ve etkinliklerinin belirlenebilmesi saglanmaktadir (Hajian-
Tilaki, 2013). Degiskenin hasta ve kontrol grubunu ayirt edebilme giicli yani tani
degerinin degerlendirilebilmesi igin ROC egrisinin altinda kalan alan (EAKA)
kullanilmaktadir. Bu alanin degeri 1’e yaklastik¢a incelenenen degiskenin tan1 degeri
yiikselmektedir. Bu amagla degerlendirdigimiz parametreler i¢in ROC egrisi ¢izilmis,
EAKA hesaplanarak bu parametrelerin hasta ve kontrol grubunu ayirt edebilme giigleri
yorumlanmustir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik p<0.05, p<0.01 ve p<0.001

diizeylerinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Grubunun Ozellikleri

T.C. Saglik Bakanligi Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Romatoloji Klinigi’'ne bagvuran goniillillerden arastirmamiz i¢in uygun kriterleri
tagiyanlar belirlenmis ve tez calismamiza dahil edilmistir. Toplam 86 géniilliiniin yer
aldig1 ¢alisma grubumuzun 56 (%65.11)’s1 hasta grubu, 30 (%34.88)’u ise kontrol
grubundan olugmaktadir. Hasta grubunun yas ortalamasi 43.71, kontrol grubunun yas
ortalamasi ise 38.17°dir. Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan goniilliilerin se¢imi
sirasinda gruplar arasinda yas agisindan anlamli bir farklilik olmamasina dikkat
edilmistir (p>0.05). Kontrol ve hasta gruplarinin yas 6zellikleri Cizelge 3.1 ve Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas dagilimlar1 (n=say1)

Calisma Gruplan Yas P
Kontrol Grubu 38.17+13.40
(n=30) (20-62)
Hasta Grubu 43.71£10.22 >0.05
(n=56) (24-63)
Toplam 41.78+11.68
(20-63)
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Sekil 3. 1. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlari

Toplam 86 gonilliniin yer aldigi calisma grubumuzun 62’si (%72.09)
kadinlardan, 24’1 (%27.90) erkeklerden olusmustur. 62 kadinin 43’i (%50.00) hasta,
19°u (%22.09) kontrol grubunda yer almistir. 24 erkegin 13’1 hasta (%15.11), 1171
(%12.79) ise kontrol grubunda yer almistir. Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan
goniilliilerin se¢imi sirasinda gruplar arasinda cinsiyet acisindan anlamli farklilik
olmamasma dikkat edilmistir (p>0.05). Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet

dagilimlar1 Cizelge 3.2 ve Sekil 3.2°de gdsterilmistir.

Cizelge 3. 2. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet dagilimlari

Calisma Gruplari (n)

Cinsiyet
Kontrol Grubu Hasta Grubu Toplam P
Kadmn 19 (%22.09) 43 (%50.00) 62 (%72.09)
Erkek 11 (%12.79) 13 (%15.11) 24 (%27.90) 005
Toplam 30 (%34.88) 56 (%65.11) 86 (%100)
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Sekil 3. 2. Kontrol ve hasta gruplarinin yasa karsi cinsiyet dagilimlart

Calisma grubunda yer alan bireylerin sigara kullanim aligkanliklar1 anketlerle
kayit altina alinmistir. Buna gore kontrol ve hasta gruplari; hi¢ sigara kullanmamis
olanlar, sigara kullanimin1 birakmis olanlar ve aktif sigara kullanicilar1 olmak iizere ii¢
grupta siniflandirilmistir (Cizelge 3.3, Sekil 3.3). Hasta grubunda 9 kisi (%10.47),
kontrol grubunda ise 10 kisi (%11.63) hi¢ sigara kullanmadigini belirtirmistir. Sigara
kullanimin1 birakmus kisi sayisi her iki grupta da 5 (%5.81)tir. Hasta grubunda 42 kisi
(%48.83), kontrol grubunda ise 15 kisi (%17.44) hala sigara kullanimina devam

ettigini, aktif sigara kullanicist oldugunu bildirmistir.
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Cizelge 3. 3. Kontrol ve hasta gruplariin sigara kullanim durumlar

. Kontrol Grubu Hasta Grubu Toplam
Sigara Kullanim Durumlar (n=30) (n=56) (n=86)
Hig kullanmamis 10 (%11.63) 9 (%10.47) 19 (%22.09)
Birakmis 5 (%5.81) 5 (%5.81) 10 (%11.63)
Hala kullaniyor 15 (%17.44) 42 (%48.83) 57 (%66.28)
Toplam 30 (%34.88) 56 (%65.12) 86 (%100)
=0 Sigara
Hig Iullarmarmig
Birakiug
B Hala lallaryor

40
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20

10
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Kontrol Hasta

Sekil 3. 3 Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim durumlari

Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan goniilliilerin kullandigi ilaglar anketlerle
kayit altina alinmis olup, Cizelge 3.4 ve Sekil 3.4’te gosterilmistir. Kontrol grubunda
yer alan 30 kisiden 28’1 ilag kullanmazken, hasta grubunun yarisinin ilag kullandigi
goriilmiistiir. Hasta grubunda en ¢ok kullanilan ila¢ kombinasyonu 16 hasta ile

metotreksat, hidroksiklorokin, steroiddir.
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Cizelge 3. 4. Kontrol ve hasta gruplarinin ilag kullanim durumlari

Calisma Gruplari (n)
ila¢ Kullanim Durumu
Kontrol Grubu Hasta Grubu
ilac kullanmyor 28 (%32.56) 28 (%32.56)
ilac kullaniyor 2 (%2.33) 28 (%32.56)
Abatasept 0 (%0) 1 (%1.16)
Adalimumab ve lenflunomid 0 (%0) 1 (%1.16)
Etanersept ve leflunomid 0 (%0) 2 (%2.33)
Metotreksat, hidroksiklorokin ve steroid 0 (%0) 16 (%18.60)
Metotreksat ve ritiiksimab 0 (%0) 3 (%3.49)
NSAIi 0 (%0) 2 (%2.33)
Tofasitinib 0 (%0) 2 (%2.33)
Tosiluzumab 0 (%0) 1 (%1.16)
Vitamin 2 (%2.33) 0 (%0)
Toplam 30 (%34.88) 56 (%65.11)
a0 Kullamlan ilaclar
[ ilag atmsyor
[l Abatasept
o Adalimumab, lenflunomid
. Etanersept lenflunomid
Metotreksat, hidroksilkdorokin,
steroid
W sl
[CIMetotreksat, ritiksimab
20 [ Tofasitinib
.Tosiluzwuab
W Diger

Say
|

: L

Kontrol Hasta

Sekil 3. 4. Kontrol ve hasta gruplarinin ila¢ kullanim durumlar
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Kontrol ve hasta gruplarinin romatoid artrit harici diger hastaliklar1 anketlerle
kayit altina alinmistir. Kontrol grubunda yer alan 30 kisiden 27°sinde herhangi bir
hastalik olmadig1 goriilmiistiir. Hasta grupta yer alan 56 kisiden 51°i ise sadece
romatoid artrit hastast olup, bu bireylerde romatoid artiritten baska herhangi bir

hastalik goriilmedigi ifade edilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3. 5. Kontrol ve hasta gruplarinin romatoid artrit harici diger hastalik durumlari

Calisma Gruplari (n)
Diger Hastalik Durumlari
Kontrol Grubu Hasta Grubu
Yok 27 (%31.40) 51 (%59.30)
Hipertansiyon 1 (%1.16) 3 (%3.49)
Hipertansiyon ve hiperlipidemi 0 (%0.00) 1 (%1.16)
Tip 11 diabetes mellitus 2 (%2.32) 1 (%1.16)
Toplam 30 (%34.88) 56 (%65.11)
Diger
&0 hastlﬁflilar
[ vok
[Jpm
50 Our
[EHT+HL
40
3
w3
20
10
0 I —— | [ B
Kontrol Hasta

Sekil 3. 5. Kontrol ve hasta gruplarinin romatoid artrit harici diger hastalik durumlar1
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Hasta grubu oncelikle, heniiz ilag tedavisi baglamamis yeni tan1 almis hastalar
ve ilag tedavisi uygulanan kronik hastalar olarak ikiye ayrilmistir. Sonrasinda ilag
tedavisi uygulanan hastalar; hastalik aktivitesi ve donemine gore siiflandirilmustir.
Buna gore hasta grubu; romatoid artriti remisyon (naif) doneminde olan hastalar
(remisyon grubu), romatoid artriti aktif (alevli) donemde olan hastalar (aktif grup) ve
romatoid artrit tanisin1 yeni almis, bu hastalikla ilgili ilag tedavisi heniiz baglamamig

hastalar (yeni tan1 grubu) olmak tizere ti¢ alt sinifa ayrilmistir.

Kendi i¢inde {i¢ alt sinifa ayrilan hasta grubunun; romatoid artrit tanisinda
kullanilan ACPA, CRP, ESR, RF ve DAS28 degerleri kayit altina alinmistir. Her grup

i¢in ortalama degerler hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 3.6’da 6zetlenmistir.

Cizelge 3. 6. Hasta gruplarinin romatoid artrit tan1 bulgulari

Hasta Gruplari1 (n=56)

Bulgular Remisyon Aktif Yeni Tam
Grubu Grup Grubu p
(n=11) (n=16) (n=29)

DAS28 skoru 3.0240.094Y 5.49 +0.29R 5.73+0.43R <0.05*
ACPA % 72 pozitif % 94 pozitif % 92 pozitif >0.05
RF % 72 pozitif % 94 pozitif % 92 pozitif >0.05
ESR (mm/sa) 22.64+13.17AY 56.50+15.35R 54.10£7.91R <0.05*
CRP (mg/dl) 5.46+2.98AY 21.88+9.78R 18.14+5.22R <0.05*

(*) Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(A) Aktif gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(R) Remisyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(Y) Yeni tan1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Aktif ve yeni tan1 gruplarindaki hastalarin DAS28, ESR ve CRP diizeyleri
remisyon donemindeki hastalardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunurken (p<0.05); ACPA ve RF degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir. Aktif ve yeni tan1 gruplar1 arasinda ise tiim bu parametreler

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).

Calismamiza katilan hastalarin DAS28 ile CRP ve ESR degerleri arasinda
pozitif yonlii ve anlamli korelasyon bulunurken (rcrp=0.344 ve resr=0.485; p<0.05),
DAS28 ile ACPA ve RF degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
bulunmamistir (r=0.066, p>0.05). Hastalarin CRP ile DAS28, ACPA, ESR, RF
degerleri arasinda pozitif yonli ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmus
olup, korelasyon katsayilarinin sirasiyla rpaszs=0.344, racpa=0.295, resr=0.506,

rrr=0.295 oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Calismamiza katilan hastalarin glukoz ve lipid profilleri degerlendirilmis,
hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon tesleri yapilmistir. Lipid profillerinin
degerlendirilebilmesi amaciyla kanda diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), ytiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL), total kolesterol, trigliserit diizeyleri Ol¢iilmiistiir.
Karaciger enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri Olclilmiistiir. Kan iire azotu (BUN) ve
kreatinin diizeyleri Ol¢iilerek bobrek fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Tam kan sayimi
(hemogram testi) yapilarak hemoglobin, 16kosit, platelet gibi kan parametrelerinin
diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Tiim veriler i¢in ortalama degerler hesaplanmis ve Cizelge
3.7’de gosterilmistir. Hasta gruplari arasinda parametreler agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik olup olmadigi degerlendirilmistir. Gruplar arasinda 16kosit, ALT ve
BUN degerleri agisindan anlamli farklilik bulunurken (p<0.05); diger parametreler
acisindan anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p>0.05). Yeni tan1 grubundaki hastalarin
16kosit diizeylerinin aktif ve remisyon donemindeki hastalardan istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Aktif donemdeki hastalarin ALT
diizeylerinin yeni tan1 grubundaki hastalardan istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). En yiiksek BUN diizeylerinin remisyon

donemindeki hastalara ait oldugu bulunmustur. Remisyon grubunun BUN
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diizeylerinin aktif ve yeni tan1 gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Cizelge 3. 7. Hasta grubunun diger laboratuvar bulgulari

Hasta Gruplari (n=56)

Laboratuvar : _
Bulgular Remisyon Aktif Yeni Tam
Grubu Grup Grubu p
(n=11) (n=16) (n=29)
Glukoz 97.64+12.22 97.19+36.65 89.69+9.55 >0.05
(mg/dL)
Total kolesterol 241.46+57.32 221.31427.22 239.03+31.28 >0.05
(mg/dL)
LDL
136.18+42.79 129.5423.15 134.28+28.73 >0.05
(mg/dL)
HDL
44.1049.65 42.88+6.80 47.24+10.44 >0.05
(mg/dL)
Trigliserit 247.73+59.62 205.69+38.37 206.72+34.75 >0.05
(mg/dL)
BUN 18.55+3.59AY 14.9444 618 13.1742.78% <0.05*
(mg/dL)
Kreatinin 0.77+0.05 0.69+0.12 0.75+0.09 >0.05
(mg/dL)
AST
(1U/L) 26+6.88 26+7.83 25.8347.41 >0.05
ALT y R .
(UL 29.8246.94 33.2545.58 27.3146.87 <0.05
Hemoglobin 11.12+0.47 11.15+0.56 11.42+0.77 >0.05
(g/dL)
L‘(’/':;)s‘t 6.4642.11Y 6.99+0.83Y 7.66+0.73AR <0.05*
Pz;"‘ﬁf')et 240.91457.91 244.06+52.58 238.55+67.59 >0.05

(*) Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(A) Aktif gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

(R) Remisyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(YY) Yeni tan1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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3.2. Protein Ekspresyon Yontemleri Sonuclar:

3.2.1. Protein Miktar Tayini

Kontrol ve hasta gruplarindan izole edilen periferal mononiikleer hiicrelerde
Bradford yontemi kullanilarak protein miktar tayini yapilmistir. Standart olarak bovin
serum alblimin (BSA) kullanilmis ve elde edilen sonuclarla standart protein egrisi

cizilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3. 6. Standart protein egrisi
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3.2.2. Western Blot Yontemi Sonuclari

Western blot yontemi ile 30 kisiden olusan kontrol ve 56 kisiden olusan hasta
grubunda yer alan her bir goniilliiniin NLRP3 protein ekspresyon diizeyi saptanmuistir.
Her kuyucuga esit miktarda protein yliklendigini teyid etmek amaciyla memeli hiicre
ve dokularinda ifade edilen bir protein olan B-aktin kullanilmistir. Membranlar -aktin
ile degerlendirilerek normalizasyon saglanmis ve her numune i¢in rélatif yogunluk

hesaplamalar: yapilmistir.

Hasta grubun NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubunun
yaklasik 2.5 kati oldugu goézlenmistir (Sekil 3.7). Gruplar arasindaki farklilik
incelendiginde hasta grubun protein ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli

derecede yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0.001).
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Sekil 3. 7. Kontrol ve hasta gruplarinin NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).

NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri; coklu degiskenli lojistik regresyon
analizi kullanilarak karistirict faktorler yas, cinsiyet ve sigara dykiisiine gore diizeltme

yapilarak degerlendirilmistir. Karistiric1 faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta
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grubun protein ekspresyonu kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Hasta grubu; remisyon dénemindeki hasta grubu, aktif donemdeki hasta grubu,
hastalik tanisini yeni almig ve bu hastalikla ilgili ilag tedavisi heniiz baglamamig hasta
grubu olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmigtir. Bu hastalardaki NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; remisyon
donemindeki hastalarin NLRP3 protein ekspresyonlarmin 2.40, aktif donemdeki
hastalarin 2.77, yeni tan1 grubundakilerin ise 2.83 kati oldugu goriilmistiir (p<0.001).
Hasta grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde; remisyon donemindeki hastalarin
NLRP3 protein ekspresyonlarinin, aktif ve yeni tan1 grubundakilere gore azaldigi
gozlemlenmistir. Yeni tan1 grubundaki hastalarin NLRP3 protein ekspresyonlarinin
remisyon donemindeki hastalarin 1.18, aktif donemdeki hastalarm 1.02 kati oldugu
bulunmustur. Aktif donemdeki hastalarin NLRP3 protein ekspresyonlarinin ise
remisyon donemindeki hastalarin 1.15 kat1 oldugu gorilmiistiir (p>0.05). Her bir
numune i¢in P-aktin ile normalizasyon saglanmis ve sonucglar Sekil 3.8°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3. 8. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin NLRP3

protein ekspresyon diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Hasta grubu remisyon dénemi, aktif donem ve yeni tan1 olmak {izere ii¢ sinifa
ayrilmistir. Tim gruplarda yer alan hastalardan izole edilen periferal mononiikleer
hiicrelerde western blot yontemi ile NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri

degerlendirilmis ve sonuclar sirasiyla Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11°de gosterilmistir.

Sekil 3. 9. Remisyon donemindeki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyonlari

NLRP3 | 198KDA |
110KDA | 98KkDA

NLRP3 | 198KDA

110KDA | 98kDA

Sekil 3. 10. Aktif donemdeki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyonlari

NLRP3 lglsmA,i.%
110KDA | 93kDA !

NLRp3 |198KDA

110KDA | 98KkDA

NLRp3 | °8KDA

110KDA | 9g8kDA

NLRp3 |'98KDA 3
110KDA | 983kDA ‘

Sekil 3. 11. Yeni tan1 grubundaki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyonlari
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Kontrol grubundaki bireylerden izole edilen periferal mononiikleer hiicrelerde

western blot yontemi ile NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri degerlendirilmis ve

sonuglar Sekil 3.12°de gosterilmistir.

NLRP3
110KDA

NLRP3
110KDA

198KDA
e —
98 kDA

198kDA [

98KDA

NLRP3
110KDA | 98kDA

198kKDA [

NLRP3
110 kDA

98 kDA

198KDA =

Sekil 3. 12. Kontrol grubundaki bireylere ait NLRP3 protein ekspresyonlari

Remisyon donemi, aktif donem ve yeni tan1 grubundaki bireylere ait NLRP3

protein ekspresyon diizeyi degisimleri sirasiyla Sekil 3.13, 3.14 ve 3.15te

gosterilmistir.
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Remisyon Dénemi Grubu

Sekil 3. 13. Remisyon donemindeki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyon diizeyi
degisimleri
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Sekil 3. 14. Aktif donemdeki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyon diizeyi degisimleri
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Yeni Tam Grubu
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Sekil 3. 15. Yeni tan1 grubundaki hastalara ait NLRP3 protein ekspresyon diizeyi degisimleri
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Kontrol grubundaki bireylere ait NLRP3 protein ekspresyon diizeyi degisimleri
Sekil 3.16°da gosterilmistir.
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Sekil 3. 16. Kontrol grubundaki bireylere ait NLRP3 protein ekspresyon diizeyi degisimleri
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3.2.2.1. Yasa Bagh Olarak Cahsma Gruplarinin NLRP3 Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri yas
dagilimma gore degerlendirilmistir (Sekil 3.17). Tim yas araliklar1 ayr1 ayri
incelendiginde hasta gruplarin ekspresyon diizeylerinin ayni yas araligindaki kontrol
gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur. 30
yasindan kii¢iik hasta grubunun ayni yas araligindaki kontrol grubunun yaklasik 2.3
kat1, 50 yasindan biiyiik hasta grubunun ise kontrol grubunun yaklasik 2.4 kati protein
ekspresyonu gosterdigi bulunmustur (p<0.01). 30-50 yas araliginda ise hasta grubun
protein ekspresyonunun kontrol grubunun 3.1 kati oldugu belirlenmistir (p<0.001).
Kontrol ve hasta gruplar1 kendi icinde degerlendirildiginde yas gruplari arasinda
ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir
(p>0.05). Kontrol ve hasta grubu olarak ayrilmaksizin degerlendirildiginde de yas
artist ile ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir

(r=0.080; p>0.05).

Yas
Daghy

<30
** [J30-50

**k%*
*%*
I I W50

1,20

-
o
[=]

0

60

II

20

Rilatif Yogunluk (NLRP3/p-aktin)

00 ——— - - —_— - - E—
Kontrol Hasta

Sekil 3. 17. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gére NLRP3 protein ekspresyon

diizeyleri
(**) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
(***) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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3.2.2.2. Cinsiyete Bagh Olarak Calisma Gruplarinin NLRP3 Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri cinsiyete

gore degerlendirilmistir (Sekil 3.18). Kontrol ve hasta gruplarinda erkeklerin protein

ekspresyon diizeylerinin kadinlardan yiiksek oldugu, ancak gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gorilmiistir (p>0.05). Hasta

grubundaki kadinlarin protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubundaki kadinlarin

yaklagik 3.4 kati, erkek hastalarin ise kontrol grubundaki erkeklerin yaklasik 2.1 kati

oldugu goriilmiistir (p<0.001).
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Sekil 3. 18. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gére NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
(***) Aynu cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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3.2.2.3. Sigara Kullaniomina Bagh Olarak Calhsma Gruplarinin NLRP3 Protein

Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarimin NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri sigara
kullanma aliskanliklarina gore degerlendirilmistir (Sekil 3.19). Hem kontrol, hem de
hasta gruplar1 arasinda en diisiik ekspresyon hi¢ sigara kullanmayan grupta
bulunmugtur. Aymi aligkanligt olan kisiler degerlendirildiginde; hi¢ sigara
kullanmayan hastalarin kontrol grubunun yaklasik 2.5 kati, sigara kullanan hastalarin
ise kontrol grubunun yaklasik 2.6 kat1 ekspresyon gosterdigi bulunmustur (p<0.001).
Sigara kullanimini birakan hastalarin ekspresyon diizeylerinin ise kontrol grubunun
yaklagik 2.4 kati oldugu goriilmistir (p<0.01). Kontrol grubu kendi iginde
degerlendirildiginde sigara kullanim aliskanliklarina gére ekspresyon diizeylerinde
anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Hasta grupta ise; hem sigara kullanimini
birakmis (p<0.05), hem de sigara kullanan hastalarin (p<0.01) ekspresyon

diizeylerinin hi¢ sigara kullanmamig hastalardan anlamli derecede yiiksek oldugu

gorilmistiir.
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Sekil 3. 19. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aliskanliklarina gére NLRP3 protein
ekspresyon diizeyleri

(**) Ayn1 aligkanlhiga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

(***) Ayn1 aliskanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).

(*+) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

(**) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.01).
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3.2.2.4. Laboratuvar Bulgular ile NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeylerinin
Korelasyon Analizleri

Hasta grubun NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri ile romatoid artrit tanisinda
kullanilan laboratuvar bulgular1 (ACPA, CRP, ESR, RF) ve DAS28 arasinda
korelasyon analizi yapilmistir. Korelasyon katsayilar1 sirasiyla; racpa=0.068,
rcrp=0.184, resr=-0.067, rrr=0.068, rpas2s=-0.009 bulunmustur. Protein ekspresyon
diizeyleri ile bu parametreler arasinda anlamli bir korelasyon olmadigi gériilmiistiir
(p>0.05). Hasta grubun NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri ile glukoz ve lipid
profili; hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri sonuglari arasinda
korelasyon analizi yapilmistir. NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri ile bu

parametreler arasinda da anlamli bir korelasyon bulunmamustir (p>0.05) (Cizelge 3.8).

Cizelge 3. 8. Laboratuvar bulgular1 ile NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri arasindaki
korelasyon analizleri sonuglari

Rolatif yogunluk
Laboratuvar Bulgular (NLRP3/p aktin)
Glukoz Profili
Glukoz -0,095 0,485
Lipid Profili
Total kolesterol -0,036 0,793
LDL -0,072 0,598
HDL 0,024 0,858
Trigliserit 0,088 0,520
Bobrek Fonksiyon Testleri
BUN -0,051 0,707
Kreatin -0,172 0,204
Karaciger Fonksiyon Testleri
AST 0,127 0,351
ALT 0,161 0,237
Hemogram
Hemoglobin -0,062 0,650
Lokosit -0,116 0,395
Platelet 0,149 0,274
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3.2.3. Immiinositokimya Yontemi Sonuglar

Kontrol ve hasta grubundan izole edilen periferal mononiikleer hiicrelerde
immiinositokimyasal ~ yontemle ~ NLRP3  protein  ekspresyon  diizeyleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.9 ve Sekil 3.20’de gésterilmistir.
Hasta grubunda ortalama 0.45 pozitif boyanma saptanirken, kontrol grubunda hig
pozitif boyanma gozlenmemistir. Hasta grubun immiinositokimyasal NLRP3 protein
ekspresyon diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.01).

Cizelge 3. 9. Kontrol ve hasta gruplarimin immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri

NLRP3 Protein

Calisma Gruplari Ekspresyon Diizeyleri
Kontrol Grubu 0.00
Hasta Grubu 0.45+0.08**

0: negatif ekspresyon, 1: pozitif ekspresyon olarak degerlendirilmistir.
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 20. Kontrol ve hasta gruplarimin immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon

diizeyleri
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Hasta grubundan izole edilen periferal mononiikleer hiicrelerde
immiinsitokimyasal yontem ile NLRP3 proteininin pozitif boyanmalarina ait 1s1k
mikrografisi Sekil 3.21 ve 3.22°de, negatif boyanmalarina ait 151k mikrografisi ise
Sekil 3.23’de gosterilmistir.

Sekil 3. 21. Hasta grubunun periferal mononiikleer hiicrelerinde NLRP3 proteininin
immiinositokimyasal pozitif boyanma goriintiilerine ait 151k mikrografi (X40)
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Sekil 3. 22. Hasta grubunun periferal mononiikleer hiicrelerinde NLRP3 proteininin
immiinositokimyasal pozitif boyanma goriintiilerine ait 151k mikrografi ()X100)
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Sekil 3. 23. Hasta grubunun periferal mononiikleer hiicrelerinde NLRP3 proteininin
immiinositokimyasal negatif boyanma goriintiilerine ait 151k mikrografi (A. X40 ve B. X100 )
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Kontrol grubundan izole edilen periferal mononiikleer hiicrelerde NLRP3
proteininin ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde hi¢ pozitif boyanma olmadigi
goriilmiistir. Kontrol grubunun periferal momoniikleer hiicrelerinde NLRP3
proteininin negatif boyanmalarina ait 151k mikrografisi Sekil 3.24°te gésterilmistir.

Sekil 3. 24. Kontrol grubunun periferal mononiikleer hiicrelerinde NLRP3 proteininin
immiinositokimyasal negatif boyanma goriintiilerine ait 151k mikrografi (A. X40 ve B. X100 )
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Hastaligin aktivitesine gore siniflandirilan hastalardan izole edilen periferal
mononiikleer hiicrelerin NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri immiinositokimyasal
yontemle incelenmistir. Hasta gruplarindan elde edilen sonuglar kontrol grubu ile

birlikte Cizelge 3.10 ve Sekil 3.25’de gosterilmistir.

Tim gruplar karsilastirildiginda en yiiksek immiinositokimyasal NLRP3
protein ekspresyonunun aktif donemdeki hastalarda gozlendigi belirlenmistir. Aktif
donemdeki hasta grubunda ortalama 0.50 pozitif boyanma saptanmis olup, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda aktif donemdeki hastalarin ekspresyonunun anlamli
derecede yiiksek oldugu gorilmiistiir (p<0.01). Yeni almis ve bu hastalikla ilgili
tedavisi heniiz baslamamis hastalardan olusan grupta ortalama 0.46 pozitif boyanma
goriilmiis olup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu grubun ekspresyon diizeyinin
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.01). Aktif donemdeki hastalarin
protein ekspresyonlarinin yeni tan1 grubundakilerden yiiksek oldugu; ancak, gruplar
arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmiistiir (p>0.05).
Ortalama 0.33 pozitif boyanma ile hasta grubu iginde en diisiik NLRP3 protein
ekspresyonunun remisyon donemindeki hastalara ait oldugu goriilmiigtiir. Remisyon
donemindeki hastalarin protein ekspresyonlar1 aktif ve yeni tani1 grubundakilerden
diisiik bulunsa da, gruplar arasi farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
goriilmiistiir (p>0.05). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda ise remisyon dénemindeki

hastalarin ekspresyon diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 3. 10. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin
immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri

Calisma Gruplar: NLRP3 Protein

Ekspresyon Diizeyleri
Kontrol Grubu 0.00
Remisyon 0.33+£0.21*
Hasta Grubu Yeni tam 0.46+0.11**
Aktif 0.50+0.17**

0: negatif ekspresyon, 1: pozitif ekspresyon olarak degerlendirilmistir.
(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 25. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore simiflandirilan hasta gruplarinin

immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

118



3.2.3.1. Yasa Bagh Olarak Calisma Gruplarinin NLRP3 Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri yas dagilimina gore degerlendirilmistir (Cizelge 3.11) (Sekil 3.26). Tiim yas
araliklar1 ayr1 ayri incelendiginde, hasta gruplarin NLRP3 ekspresyon diizeylerinin
kontrol gruplarina gore yiiksek oldugu bulunmustur. 50 yasindan biiyiik hastalarin ayni
yas araligindaki kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
ekspresyon gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve hasta gruplar1 kendi i¢inde
degerlendirildiginde yas gruplar1 arasinda NLRP3 ekspresyon diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05). Kontrol ve hasta grubu
olarak ayrilmaksizin incelendiginde yas artis1 ile ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir korelasyon bulunmamistir (r=0.124; p>0.05).

Cizelge 3. 11. Kontrol ve hasta gruplarmin yas dagilimlarina gore immiinositokimyasal
NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri

Calisma Gruplari Yas NLRP3 Protein
Ekspresyon Diizeyleri

<30 -
Kontrol Grubu 30-50 -
>50 -

<30 0.40+0.25

Hasta Grubu 30-45 0.39+0.10

>50 0.50+0.17*

0: negatif ekspresyon, 1: pozitif ekspresyon olarak degerlendirilmistir.
(*) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 26. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gore immiinositokimyasal NLRP3

protein ekspresyon diizeyleri
(*) Aym1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05)

3.2.3.2. Cinsiyete Bagh Olarak Calisma Gruplarinin NLRP3 Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri cinsiyete gore degerlendirilmistir. Kadin hastalarin erkek hastalardan daha
fazla ekspresyon gosterdigi bulunmustur. Ancak gruplar arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi goriilmiistir (p>0.05). Her cinsiyet kendi iginde
degerlendirildiginde; hem kadin, hem erkek hastalarin protein ekspresyon diizeylerinin
kontrol gruplarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kadinlarda bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunurken (p<0.05), erkeklerde anlamli bulunmamistir (p>0.05)

(Cizelge 3. 12) (Sekil 3.27).
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Cizelge 3. 12. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore immiinositokimyasal NLRP3 protein
ekspresyon diizeyleri

Cahsma Gruplan Cinsiyet NLRP3 Protein
Ekspresyon Diizeyleri
Kadin -
Kontrol Grubu
Erkek -
Kadin 0.48+0.09*
Hasta Grubu
Erkek 0.384+0.18

0: negatif ekspresyon, 1: pozitif ekspresyon olarak degerlendirilmistir.
(*) Aym cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 27. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore immiinositokimyasal NLRP3 protein

ekspresyon diizeyleri
(*) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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3.2.3.3. Sigara Kullammina Bagh Olarak Calhisma Gruplarinin NLRP3 Protein

Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri sigara kullanim aligkanliklarina gore degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol
gruplart kendi icinde degerlendirildiginde gruplar arasinda sigara kullanim
aligkanliklart agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Hasta ve kontrol
gruplart kiyaslandiginda ise; hala sigara kullanan ve sigara kullanimini birakan
hastalarin ekspresyon diizeylerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 3.13) (Sekil 3.28).

Cizelge 3. 13. Kontrol ve hasta gruplarmin sigara kullanim aligkanliklarina gore
immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri

Cahsma Gruplar Sigara NLRP3 Protein
Ekspresyon Diizeyleri

Hig kullanmamis -

Kontrol Grubu Birakmis -
Hala kullaniyor -
Hig kullanmamig 0.29+0.18
Hasta Grubu Birakmis 0.60+0.24*
Hala kullaniyor 0.46+0.10*

0: negatif ekspresyon, 1: pozitif ekspresyon olarak degerlendirilmistir.
(*) Ayn1 aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05)
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Sekil 3. 28. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aligkanliklarina gore
immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
(*) Aym aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihik vardir (p<0.05).

3.2.3.4. Laboratuvar Bulgulan ile NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeylerinin

Korelasyon Analizleri

Hastalarin romatoid artrit tanisinda kullanilan laboratuvar bulgular1 (ACPA,
CRP, ESR, RF) ve DAS28 ile immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri arasinda korelasyon analizi yapilmistir. Degerlendirilen parametreler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamistir. Korelasyon
katsayilar1 sirasiyla; racpa=0.212; rcrp=-0.063; resr=-0.046; rrr=0.212; rpas2s=0.056
bulunmustur (p>0.05).

Hastalarin glukoz ve lipid profili; hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon
testleri sonuglart ile immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
karsilastirilmis; bu parametreler arasinda korelasyon analizi yapilmistir. Incelenen
parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamistir
(p>0.05) (Cizelge 3.14).
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Cizelge 3. 14. Laboratuvar bulgular1 ile immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri korelasyon analizleri sonuglari

NLRP3 Protein

Laboratuvar Bulgular Ekspresyon Diizeyleri

Glukoz Profili

Glukoz 0,255 0,123
Lipid Profili

Total Kolesterol -0,019 0,908

LDL 0,145 0,384

HDL 0,007 0,965

Trigliserit 0,194 0,243

Bobrek Fonksiyon Testleri

BUN 0,181 0,276

Kreatin -0,137 0,411

Karaciger Fonksiyon Testleri

AST 0,223 0,178

ALT 0,044 0,794
Hemogram

Hemoglobin -0,194 0,243

Lokosit -0,080 0,633

Platelet 0,103 0,538
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3.3. Plazma NLRP3 Diizeyleri

Kontrol ve hasta gruplarindan izole edilen plazmalarda NLRP3 diizeyleri
Olglilmiis ve sonuglar Cizelge 3.15’de gosterilmistir. Hasta grubun ortalama NLRP3
diizeyinin kontrol grubunun yaklasik 4.7 kati oldugu bulunmustur. Gruplar arasi
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 3.29).

Cizelge 3. 15. Kontrol ve hasta gruplarmin plazma NLRP3 diizeyleri

Calhisma Gruplar: NLRP3 (ng/ml)
Kontrol Grubu 26.26+5.30
Hasta Grubu 124.71+7.47%**

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. 29. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma NLRP3 diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Hastaligin aktivitesine gore siniflandirilan hastalardan izole edilen plazmalarda
NLRP3 diizeyleri dl¢iilmiis olup, sonuglar kontrol grubu ile birlikte Cizelge 3.16 ve
Sekil 3.30’da gosterilmistir. Tiim gruplar arasindaki en yiliksek ortalama NLRP3
diizeyinin aktif donemdeki hastalara ait oldugu goriilmustir. Aktif donemdeki
hastalarin NLRP3 diizeyinin kontrol grubunun yaklasik 5.3 kat1 oldugu bulunmustur
(p<0.001). Aktif donemdeki hastalarin ortalama NLRP3 diizeyinin remisyon
donemindeki hastalarin yaklasik 1.2 kati, yeni tan1 grubundaki hastalarin ise yaklasik
1.1 katt oldugu, ancak gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmustiir (p>0.05). Yeni tan1 grubundaki hastalarin NLRP3 diizeyinin
kontrol grubunun yaklasik 4.6 kati1 oldugu bulunmus olup, gruplar aras1 farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Yeni tani grubundaki
hastalarin ekspresyon diizeylerinin remisyon déonemindeki hastalarin 1.1 kati oldugu
bulunmustur (p>0.05). Hasta gruplari iginde en diisiik NLRP3 diizeyi remisyon
donemindeki hastalarda goriilmiistiir. Remisyon donemindeki hastalarin NLRP3
diizeyinin kontrol grubunun 4.4 kati oldugu bulunmus olup, gruplar arasi farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.001).

Cizelge 3. 16. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin
plazma NLRP3 diizeyleri

Calisma Gruplar1 NLRP3 (ng/ml)

Kontrol Grubu 26.26+5.30
Remisyon 115.77+17.67°
Hasta Grubu Aktif 137.12+12.86™"
Yeni Tam 121.26£10.77""

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. 30. Kontrol ve hastalik aktvitesine gore simniflandirilan hasta gruplarmin plazma

NLRP3 diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).

3.3.1. Yasa Bagh Olarak Calisma Gruplarmmn Plazma NLRP3 Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarnin plazma NLRP3 diizeyleri yas dagilimima gore
degerlendirilmistir (Cizelge 3.17) (Sekil 3.31). Tim yas araliklart ayri ayr
incelendiginde hasta gruplarin NLRP3 diizeylerinin kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek oldugu bulunmustur. Hasta gruplarin
NLRP3 diizeylerinin ayn1 yas araligindaki kontrol gruplarimin; 30 yasindan kiigiiklerde
yaklagik 9.4, 50 yasindan biiyiiklerde 3.7 kat1 oldugu bulunmustur (p<0.01). 30-50 yas
araligindaki hastalarin NLRP3 diizeylerinin ise ayni yas araligindaki kontrol grubunun
yaklastk 3.9 katt oldugu bulunmustur (p<0.001). Hasta grubu kendi iginde
degerlendirildiginde yas dagilimi ile plazma NLRP3 diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p>0.05). Kontrol grubunda ise 50 yagindan
bliylik bireylerin plazma NLRP3 diizeylerinin, 30 yasindan kiiciik bireylerden
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Cizelge 3. 17. Kontrol ve hasta gruplariin yas dagilimina gére plazma NLRP3 diizeyleri

Cahsma Gruplar Yas NLRP3 (ng/ml)
<30 12.07+5.01
Kontrol Grubu 30-50 20.94+950 [ *t
>50 39.70+10.54
<30 113.07+£25.63**
Hasta Grubu 30-50 116.19+8.81***
>50 145.75+16.02**

(**) Ayn1 yag araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihik vardir (p<0.01).
(***) Ayn1 yas arah@indaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.001).
(*1) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 31. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gére plazma NLRP3 diizeyleri
(**) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

(***) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.001).

(*1) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.05).
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Kontrol ve hasta grubu olarak ayrilmaksizin degerlendirildiginde ise yas artisi
ile plazma NLRP3 diizeylerinin pozitif yonlii ve anlamli olarak arttigi gorilmiistiir
(r=0.305; p=0.004, p<0.01) (Sekil 3.32).
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Sekil 3. 32. Plazma NLRP3 diizeyleri ile yas dagilimi korelasyon grafigi

3.3.2. Cinsiyete Bagh Olarak Calisma Gruplarimin Plazma NLRP3 Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin NLRP3 diizeyleri cinsiyete gore
degerlendirilmistir (Cizelge 3.18) (Sekil 3.33). Hem kontrol, hem hasta gruplarinda
kadinlarin NLRP3 diizeylerinin erkeklerden istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikksek oldugu goriilmistiir. Kontrol grubunda kadinlarin NLRP3 diizeylerinin
erkeklerin yaklasik 3.7 (p<0.01), hasta grubunda ise yaklagik 1.3 kati oldugu
bulunmustur (p<0.05). Hasta grubundaki kadinlarin NLRP3 diizeylerinin kontrol
grubundaki kadinlarin yaklagik 3.6, hasta grubundaki erkeklerin ise kontrol
grubundaki erkeklerin yaklasik 10 kat1 oldugu bulunmustur (p<0.001).
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Cizelge 3. 18. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gére plazma NLRP3 diizeyleri

Calisma Gruplari Cinsiyet NLRP3 (ng/ml)
Kadmn 35.89+£7.03 l
Kontrol Grubu >
Erkek 9.63+5.02 J
Kadin 132.52+8.83*** l
Hasta Grubu *o
Erkek 98.90:£11.27%%% J

(***) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).

(*1) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(**7) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 33. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore plazma NLRP3 diizeyleri
(***) Ayn1 cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
(*7) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.05).

(**7) Isaretli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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3.3.3. Sigara Kullannmina Bagh Olarak Cahsma Gruplarinin Plazma NLRP3

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan bireylerin sigara kullanim aliskanliklar
ile NLRP3 diizeyleri karsilagtirillmistir (Cizelge 3.19) (Sekil 3.34). Hasta ve kontrol
gruplart sigara kullanim aligkanliklarina gére kendi iginde degerlendirildiginde,
gruplar arasinda NLRP3 diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir
(p>0.05). Hasta ve kontrol gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda ise; hi¢ sigara
kullanmayan hastalarin NLRP3 diizeylerinin ayni1 aliskanliga sahip kontrol grubunun
yaklagik 4.1 kat1 oldugu goriilmiistiir. Sigara kullanimini birakanlarin yer aldigi hasta
grubunun NLRP3 diizeylerinin kontrol grubunun yaklasitk 4.3 kati oldugu
gortilmiistiir. Sigara kullanan hastalarin NLRP3 diizeylerinin ise ayni aligkanliga sahip
kontrol grubunun yaklasik 6.6 kat1 oldugu bulunmustur (p<0.01).

Cizelge 3. 19. Kontrol ve hasta gruplarin sigara kullanim aliskanliklarina gére plazma NLRP3

diizeyleri

Cahisma Gruplari Sigara NLRP3 (ng/ml)

Hig kullanmamis 33.60+3.02

Kontrol Grubu Birakmisg 37.27+15.89

Hala kullaniyor 17.69+8.82
Hig kullanmamis 136.59+£19.87**
Hasta Grubu Birakmisg 160.82+17.54%%*
Hala kullaniyor 117.87+8.61**

(**) Aymi aligkanlhiga sahip Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 34. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma NLRP3
diizeyleri
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

3.3.4. Plazma NLRP3 Diizeylerinin Regresyon Analizleri

Plazma NLRP3 diizeyleri; coklu degiskenli lojistik regresyon analizi
kullanilarak karistirict faktorler yas, cinsiyet ve sigara Oykiisiine gore diizeltme
yapilarak degerlendirilmistir. Karistirict faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta
grubun NLRP3 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (%95 GA: 1.024-1.058) (p<0.001) (Cizelge 3.20).
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Cizelge 3. 20. Plazma NLRP3 diizeylerinin ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi
sonuclari

Odds oram %95 GA Wald-degeri p-degeri

Alt siir - Ust sinir

Plazma NLRP3 1.041 1.024-1.058 22.411 0.000

3.3.5. Plazma NLRP3 Diizeylerinin ROC Analizi

ROC analizine gore plazma NLRP3 i¢in EAKA degeri 0.926+0.027 (%95 GA:
0.872-0.979) olarak bulunmus olup, sonug istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001).
Kontrol ve hasta gruplarini ayirt etme NLRP3 parametresinin tan1 degerinin “oldukc¢a
yiiksek™ oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.35).
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Sekil 3. 35. Plazma NLRP3 ROC egrisi
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3.3.6. Laboratuvar Bulgular1 ile Plazma NLRP3 Diizeylerinin Korelasyon

Analizleri

Hasta grubun plazma NLRP3 diizeyleri ile romatoid artrit tanisinda kullanilan
laboratuvar bulgular1 (ACPA, CRP, ESR, RF) ve DAS28 skoru arasinda korelasyon
analizi yapilmigtir. NLRP3 diizeyleri ile bu parametreler arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmamustir (p>0.05). Korelasyon katsayilari sirasiyla; racpa=0.043;

rcrr==0.119; resr=0.112; rrr=0.043; rpas2s==-0.014 olarak bulunmustur.

Hasta grubun plazma NLRP3 diizeyleri ile glukoz ve lipid profilleri;
hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon tesleri sonuglart karsilagtirilmis ve
korelasyon analizi yapilmistir (Cizelge 3.21). NLRP3 diizeyleri ile bu laboratuvar

bulgular1 arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamustir (p>0.05).

Cizelge 3. 21. Laboratuvar bulgulan ile plazma NLRP3 diizeyleri ile korelasyon analizleri
sonuglar1

Laboratuvar Bulgular NLRP3
Korelasyon katsayisi p-degeri
Glukoz Profili
Glukoz 0,152 0,265
Lipid Profili
Total kolesterol 0,099 0,469
LDL 0,086 0,529
HDL 0,086 0,528
Trigliserit -0,050 0,716
Bobrek Fonksiyon Testleri
BUN -0,074 0,589
Kreatin 0,118 0,386
Karaciger Fonksiyon Testleri
AST -0,007 0,959
ALT -0,059 0,665
Hemogram
Hemoglobin -0,083 0,544
Lokosit -0,036 0,792
Platelet -0,084 0,538
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3.4. Plazma IL-1p Diizeyleri

Kontrol ve hasta grubundan izole edilen plazmalarda IL-1 diizeyleri 6lgiilmiis
ve sonuglar Cizelge 3.22°de Ozetlenmistir. Hasta grubun ortalama plazma IL-13
diizeyinin, kontrol grubunun yaklasik 5.6 kati oldugu bulunmustur. Gruplar arasi

farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 3.36).

Cizelge 3. 22. Kontrol ve hasta gruplarinimn plazma IL-1p diizeyleri

Calisma Gruplar IL-1p (pg/ml)
Kontrol Grubu 39.31+£14.79
Hasta Grubu 221.78431.53***

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).

*kx
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Sekil 3. 36. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma IL-1p diizeyleri

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Hastaligin aktivitesine gore siniflandirilan hastalardan izole edilen plazmalarda
IL-1B diizeyleri Olglilmiis ve sonuglar kontrol grubu ile birlikte Cizelge 3.23’de
gosterilmistir. Tim gruplar arasindaki en yliksek ortalama IL-1B diizeyinin aktif
donemdeki hastalara ait oldugu goriilmiistiir. Aktif donemdeki hastalarin ortalama IL-
1B diizeyinin yeni tan1 grubundaki hastalarin yaklasik 1.2 kati oldugu, ancak gruplar
aras1 farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1r gorilmiistir (p>0.05). Aktif
donemdeki hastalarin ortalama IL-1B diizeyinin remisyon donemindeki hastalarin
yaklagik 1.9 kati oldugu ve gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (p<0.05). Ortalama IL-1B diizeyleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda; aktif donemdeki hastalarin yaklagik 7, yeni tan1 grubundaki hastalarin
yaklagik 5.5 kat1 oldugu ve gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (p<0.001). Hasta gruplar1 iginde en diisiik ortalama IL-1f
diizeyinin ise remisyon donemindeki hastalara ait oldugu goriilmiistiir. Remisyon
donemindeki hastalarin ortalama IL-1p diizeyinin kontrol grubunun yaklasik 3.6 kati
oldugu goriilmiis ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)

(Sekil 3.37).

Cizelge 3. 23. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siiflandirilan hasta gruplarinm
plazma IL-1f diizeyleri

Cahisma Gruplan IL-1B (pg/ml)

Kontrol Grubu 39.31+414.79"
Remisyon 147.47+71.57"
Hasta Grubu Aktif 276.09+£51.27"" 1
Yeni Tam 220.00+46.56™"

(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
() Aktif gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

(1) Remisyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 37. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin plazma
IL-1p diizeyleri

(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.001).

() Aktif gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

(1) Remisyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

3.4.1. Yasa Bagh Olarak Calisma Gruplarimin Plazma IL-1p Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin plazma IL-1B diizeyleri yas dagilimina goére
degerlendirilmistir (Cizelge 3.24) (Sekil 3.38). Tim yas araliklari ayri ayri
incelendiginde hasta gruplarin IL-1p diizeylerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiliksek oldugu bulunmustur. 30 yasindan kiigiik ve 50
yasindan biyiik hastalarmn IL-1B diizeylerinin kendi yas araliklarindaki kontrol
gruplarinin yaklasik 4 kati oldugu bulunmustur (p<0.05). 30-50 yas araligindaki
hastalarin IL-1B diizeylerinin ise ayni yas araligindaki kontrol grubunun yaklasik 20
kati oldugu gorilmistir (p<0.001). Kontrol ve hasta gruplart kendi iginde
kiyaslandiginda yas degisimi ile IL-13 diizeylerinin anlamli olarak degismedigi

gorilmistir  (p>0.05). Kontrol ve hasta grubu olarak ayrilmaksizin

137



degerlendirildiginde de yas ile IL-1B diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon

bulunmamustir (r=0.153; p>0.05).

Cizelge 3. 24. Kontrol ve hasta gruplarmin yas dagilimina gére plazma IL-1p diizeyleri

Cahisma Gruplar Yas IL-1p (pg/ml)
<30 52.26+30.87
Kontrol Grubu 30-50 8.83+5.99
>50 77.41+42.34
<30 214.37+98.99*
Hasta Grubu 30-50 190.52+33.49***
>50 305.35+81.97*

(*) Aymi yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(***) Ayn1 yas arahiindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. 38. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gore plazma IL-1p diizeyleri
(*) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.05).
(***) Ayn1 yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.001).
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3.4.2. Cinsiyete Bagh Olarak Calisjma Gruplarinin Plazma IL-1p Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin plazma IL-1B diizeyleri cinsiyete gore
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 3.25 ve Sekil 3.39’da 6zetlenmistir. Hem hasta,
hem kontrol grubunda kadinlarin IL-18 diizeylerinin erkeklerden fazla oldugu
bulunmustur. Ancak gruplar arasi1 farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0.05). Hasta grubundaki kadinlarmn IL-1B diizeylerinin kontrol
grubundaki kadinlarin yaklasik 4.8 kati, hasta grubundaki erkeklerin ise kontrol
grubundaki erkeklerin yaklasik 8.4 kati oldugu goriilmiistiir (p<0.01).

Cizelge 3. 25. Kontrol ve hasta gruplarimin cinsiyete gore plazma IL-1 diizeyleri

Cahsma Gruplar Cinsiyet IL-1p (pg/ml)
Kadin 46.81+21.75
Kontrol Grubu
Erkek 26.35+15.35
Kadin 222.93+35.12%*
Hasta Grubu
Erkek 217.98+73.18%*

(**) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 39. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gére plazma IL-1f diizeyleri
(**) Aynu cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

00
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3.4.3. Sigara Kullanommna Bagh Olarak Caliyma Gruplarimin Plazma IL-1p

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan bireylerin sigara kullanim aliskanliklari
ile plazma IL-1pB diizeyleri karsilastirilmistir (Cizelge 3.26) (Sekil 3.40). Hasta ve
kontrol gruplar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde gruplar arasinda sigara kullanim
aligkanliklarmma gore anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Hasta ve kontrol
gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda ise; hig sigara kullanmayan hasta grubun IL-
1B diizeylerinin kontrol grubunun yaklasik 7.8 kati oldugu goriilmiistiir. Sigara
kullanimin1 birakanlarin IL-1f diizeyleri ile kontrol grubu kiyaslandiginda aradaki
farkin 10 kattan daha fazla oldugu bulunmustur. Hala sigara kullanan hastalarin IL-1f3
diizeylerinin ise aymi aligkanligi olan kontrol grubunun yaklasik 4.5 kati oldugu

bulunmustur (p<0.01).

Cizelge 3. 26. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma IL-
1B diizeyleri

Calisma Gruplar Sigara IL-1p (pg/ml)
Hig kullanmamis 27.65+2.77
Kontrol Grubu Birakmisg 15.97+1.60
Hala kullaniyor 57.87+22.78
Hig kullanmamis 261.814£36.34**
Hasta Grubu Birakmisg 184.71£12.63%*
Hala kullaniyor 217.62+78.86**

(**) Aymi aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 40. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aligkanliklarina gore plazma IL-1
diizeyleri

(**) Ayn1 aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.01).

3.4.4. Plazma IL-1p Diizeylerinin Regresyon Analizleri

Plazma IL-1p diizeyleri; ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi kullanilarak
kanigtiric1  faktorler yas, cinsiyet ve sigara Oykiisiine gore diizeltme yapilarak
degerlendirilmistir. Karistiric1 faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta grubun
IL-1B diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek

bulunmustur (%95 GA: 1.003-1.017) (p= 0.004) (Cizelge 3.27).
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Cizelge 3. 27. Plazma IL-1p diizeylerinin ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi sonuglart

Odds oram %95 GA Wald-degeri p-degeri

Alt siar - Ust simir

IL-1p 1.010 1.003-1.017 8.526 0.004

3.4.5. Plazma IL-1p Diizeylerinin ROC Analizi

ROC analizine gore plazma IL-1p icin EAKA degeri 0.834+0.047 (%95 GA:
0.742-0.926) bulunmus olup, sonug istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Kontrol
ve hasta gruplarini ayirt etme IL-1f parametresinin tani degerinin “iyi” oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.41).

10
0,8

0,6

Duyarhhk

04

0.2

0,0 0.2 04 06 0.8 10

1-Ozgiillik

Sekil 3. 41. Plazma IL-1p ROC egrisi
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3.4.6. Laboratuvar Bulgularn ile Plazma IL-1p Diizeylerinin Korelasyon

Analizleri

Hasta grubun plazma IL-1p diizeyleri ile romatoid artrit tanisinda kullanilan
laboratuvar bulgular1 (ACPA, CRP, ESR, RF) ve DAS28 arasinda korelasyon analizi
yapilmstir (Sekil 3.23). Plazma IL-1B diizeyleri ile hem RF, hem ACPA arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Korelasyon katsayisi her iki
parametre i¢in r=-0.318 olarak bulunmustur (p<0.05). Plazma IL-1p diizeyleri ile CRP,
ESR ve DAS28 parametreleri arasinda ise anlamli bir korelasyon goériilmemistir.
Korelasyon katsayilarinin sirastyla; rcrp=0.104, resr=0.171, rpaszs=0.101 oldugu

bulunmustur (p>0.05).

Hasta grubun plazma IL-1f diizeyleri ile glukoz ve lipid profilleri, hemogram,
karaciger ve bobrek fonksiyon tesleri sonuglari karsilastirilmis ve korelasyon analizi
yapilmistir (Cizelge 3.28). Hemoglobin diizeyleri ile plazma IL-1p diizeyleri arasinda
pozitif yonlii ve anlamli bir korelasyon goriilmiis olup, korelasyon katsayist r=0.271
olarak bulunmustur (p<0.05). Diger parametrelerle plazma IL-1p diizeyleri arasinda

ise anlamli korelasyon bulunmamustir (p>0.05).
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Cizelge 3. 28. Laboratuvar bulgulari ile plazma IL-1p diizeyleri korelasyon analizleri sonuglart

Laboratuvar Bulgular: 1P
ez g
Glukoz Profili
Glukoz -0,083 0,543
Lipid Profili
Total kolesterol 0,131 0,334
LDL 0,042 0,757
HDL 0,116 0,395
Trigliserit -0,076 0,576
Bobrek Fonksiyon Testleri
BUN -0,064 0,637
Kreatin -0,137 0,315
Karaciger Fonksiyon Testleri
AST 0,245 0,068
ALT -0,156 0,252
Hemogram
Hemoglobin 0,271* 0,043*
Lokosit -0,147 0,281
Platelet 0,027 0,844

(*) Istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.05).
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3.5. Plazma IL-18 Diizeyleri

Kontrol ve hasta grubundan izole edilen plazmalarda IL-18 diizeyleri 6l¢iilmiis

ve sonuglar Cizelge 3.29°da gosterilmistir. Hasta grubun ortalama IL-18 diizeyinin,

kontrol grubunun yaklasik 4 kati oldugu bulunmustur. Gruplar arasi farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistir (p<0.001) (Sekil 3.42).

Cizelge 3. 29. Kontrol ve hasta gruplarmin plazma IL-18 diizeyleri

Cahsma Gruplar: IL-18 (pg/ml)
Kontrol Grubu 83.08+17.84
Hasta Grubu 361.39+62.85***

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. 42. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma IL-18 diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 farklilik vardir (p<0.001).
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Hastaligin aktivitesine gore siniflandirilan hastalardan izole edilen plazmalarda
IL-18 diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuglar kontrol grubu ile birlikte Cizelge 3.30’da
gosterilmistir. Tim gruplar arasindaki en yiiksek ortalama IL-18 diizeyinin aktif
donemdeki hastalara ait oldugu goriilmiistiir. Aktif donemdeki hastalarin ortalama IL-
18 diizeyinin; yeni tan1 grubundaki hastalarin yaklasik 1.1 kati, remisyon donemindeki
hastalarin yaklagik 1.5 kat1 oldugu gorilmistiir. Ancak gruplar arasi farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05). Ortalama IL-18 diizeyleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda; yeni tam1 grubundaki hastalarin yaklasik 4.5 kati,
aktif donemdeki hastalarin yaklagik 4.8 kati oldugu goriilmiis olup, gruplar arasi
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Hasta gruplari i¢inde en
diisiik ortalama IL-18 diizeyinin remisyon donemindeki hastalara ait oldugu
goriilmiistiir. Remisyon donemindeki hastalarin IL-18 diizeyinin kontrol grubunun
yaklagik 3.3 katr oldugu goriilmiis olup, gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.01) (Sekil 3.43).

Cizelge 3. 30. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siiflandirilan hasta gruplarinmn
plazma IL-18 diizeyleri

Calisma Gruplar: IL-18 (pg/ml)

Kontrol Grubu 83.08+17.84

275.78+90.92%*

Remisyon

Hasta Grubu .
Aktif 401.28+100.56
Yeni Tam 371.85+101.34**

(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 43. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin plazma
IL-18 diizeyleri

(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

3.5.1. Yasa Bagh Olarak Calsma Gruplarinin Plazma IL-18 Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarmin plazma IL-18 diizeyleri yas dagilimlarina gore
degerlendirilmistir (Cizelge 3.31) (Sekil 3.44). Tim yas araliklari ayr1 ayri
incelendiginde hasta gruplarin IL-18 diizeyleri kontrol gruplarina gore yiiksek
bulunmustur. 50 yasindan biiyiik hastalarin IL-18 diizeylerinin kontrol grubunun
yaklasik 4.5 kati oldugu bulunmus olup, gruplar arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmistir (p<0.05). Kontrol ve hasta gruplari kendi iginde
kiyaslandiginda ise yas degisimi ile IL-18 diizeylerinin anlamli olarak degismedigi
goriilmiistiir (p>0.05). Bu veriye benzer sekilde; kontrol ve hasta grubu olarak
ayrilmaksizin degerlendirildiginde de yas artis1 ile IL-18 diizeylerindeki artis arasinda
anlamlt bir korelasyon bulunmamis olup, korelasyon katsayisinin r=0.172 oldugu

goriilmistiir (p>0.05).
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Cizelge 3. 31. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gore plazma IL-18 diizeyleri

Calisma Gruplari Yas IL-18 (pg/ml)
<30 43.94+ 16.86
Kontrol Grubu 30-50 105.21+34.83
>50 97.89+30.45
<30 308.70+136.30
Hasta Grubu 30-50 278.01£62.56
>50 457.40+ 114.82*

(*) Aymi yas araligindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 44. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimlarina gore plazma IL-18 diizeyleri
(*) Aym yas araigindaki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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3.5.2. Cinsiyete Bagh Olarak Calhsma Gruplarinin Plazma IL-18 Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarmin plazma IL-18 diizeyleri cinsiyete gore
degerlendirilmistir. (Cizelge 3.32) (Sekil 3.45). Kontrol grubunda kadinlarin IL-18
diizeylerinin erkeklerin yaklasik 3.6 kati oldugu goriilmiis olup gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Hasta grubunda erkeklerin
IL-18 diizeylerinin daha yiiksek oldugu bulunmakla birlikte gruplar arasindaki
farkliligin  anlamli  olmadig gorilmiistiir (p>0.05). Kadin hastalarin 1L-18
diizeylerinin kontrol grubundaki kadinlarin yaklasik 2.8 kati, erkek hastalarin 1L-18
diizeylerinin ise kontrol grubundaki erkeklerin yaklasik 16.5 kati oldugu goriilmiistiir.

Gruplar arasindaki bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur

(p<0.05).

Cizelge 3. 32. Kontrol ve hasta gruplarmin cinsiyete gore plazma IL-18 diizeyleri

Cahsma Gruplar Cinsiyet IL-18 (pg/ml)

Kadm 113.22+25.08
Kontrol Grubu

Erkek 31.02+11.62 =t
Kadm 314.33+53.43%

Hasta Grubu
Erkek 517.05+199.67*

(*) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir (p<0.05).
(*7) Isaretli gruplar arasinda cinsiyet agisindan anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 45. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore plazma IL-18 diizeyleri
(*) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(*7) Isaretli gruplar arasinda cinsiyet agisindan anlaml farklilik vardir (p<0.05).

3.5.3. Sigara Kullanommna Bagh Olarak Calisma Gruplarinin Plazma IL-18

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta grubunda yer alan bireylerin sigara kullanim aligkanliklar1 ile
plazma IL-18 diizeyleri karsilagtirilmistir (Cizelge 3. 31) (Sekil 3.46). Hasta ve kontrol
gruplart kendi icinde degerlendirildiginde IL-18 diizeyleri ile sigara kullanim
aligkanliklar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0.05). Hem hasta, hem
kontrol grubunda en diisiik IL-18 diizeyleri sigara kullanimini biraktigini bildiren
grupta; en yiksek IL-18 diizeyleri ise hala sigara kullandigimi bildiren grupta
bulunmustur. Hig sigara kullanmayan kisiler degerlendirildiginde, hasta grubun I1L-18
diizeylerinin kontrol grubunun yaklasik 3.9 kati oldugu goriilmiistir. Sigara
kullanimini birakan hastalarin IL-18 diizeylerinin kontrol grubunun yaklasik 3.5 kat:
oldugu bulunmustur. Hala sigara kullanan hastalarin IL-18 diizeylerinin ise kontrol

grubunun yaklasik 4.4 kati oldugu bulunmustur (p<0.01).
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Cizelge 3. 33. Kontrol ve hasta gruplarin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma IL-18
diizeyleri

Cahsma Gruplar Sigara IL-18 (pg/ml)
Hig¢ kullanmamig 80.03+£21.95
Kontrol Grubu Birakmis 73.19+34.43
Hala kullaniyor 88.41+31.54
Hig kullanmamis 312.05+£114.45
Hasta Grubu Birakmusg 255.884+212.75
Hala kullaniyor 384.52+75.58**

(**) Ayn1 aligkanhiga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

*% .
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Hig lullarumamig
Burakmug

M Hala kullanuyor

400,00

300,00

IL-18 (pg/ml)

200,00 L

T B

o0 ——
Kontrol Hasta

Sekil 3. 46. Kontrol ve hasta gruplarinin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma IL-18

diizeyleri
(**) Ayn1 aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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3.5.4. Plazma IL-18 Diizeylerinin Regresyon Analizleri

Plazma IL-18 diizeyleri; ¢coklu degiskenli lojistik regresyon analizi kullanilarak
kanistiric1  faktorler yas, cinsiyet ve sigara Oykiisiine gore diizeltme yapilarak
degerlendirilmistir. Karistiric1 faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta grubun

IL-18 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek

bulunmustur (%95 GA: 1.001-1.009) (p= 0.012) (Cizelge 3.34).

Cizelge 3. 34. Plazma IL-18 diizeylerinin ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi sonuglari

Odds orami %95 GA Wald-degeri p-degeri

Alt siir - Ust sinir

IL-18 1.005 1.001-1.009 6.268 0.012

3.5.5. Plazma IL-18 Diizeylerinin ROC Analizi

ROC analizine gore plazma IL-18 i¢cin EAKA degeri 0.725+0.54 (%95 GA:
0.619-0.831) bulunmus olup, sonug istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Kontrol
ve hasta gruplarini ayirt etme IL-18 parametresinin tani degerinin “orta” oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.47).

152



0,8

0,6

Duyarlilik

04

0,2

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

1-Ozgulliik

Sekil 3. 47. Plazma IL-18 ROC egrisi

3.5.6. Laboratuvar Bulgular1 ile Plazma IL-18 Diizeylerinin Korelasyon
Analizleri

Hasta grubun plazma IL-18 diizeyleri ile romatoid artrit tanisinda kullanilan
laboratuvar bulgular1 (ACPA, CRP, ESR, RF) ve DAS28 skoru arasinda korelasyon
analizi yapilmistir. Plazma IL-18 diizeyleri ile bu parametreler arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmamistir (p>0.05). Korelasyon katsayilari sirastyla; racpa=-0.122;

rcrp==-0.055; resr=0.112; rrr=-0.122; rpas2s==-0.020 olarak bulunmustur.

Hasta grubun plazma IL-18 diizeyleri ile glukoz ve lipid profilleri; hemogram,
karaciger ve bobrek fonksiyon tesleri sonuglart karsilastirilmis ve korelasyon analizi

yapilmistir (Cizelge 3.35). Bu parametreler ile 1L-18 diizeyleri arasinda anlamli

korelasyon bulunmamistir (p>0.05).
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Cizelge 3. 35. Laboratuvar bulgulart ile plazma IL-18 diizeyleri korelasyon analizleri sonuglari

Laboratuvar Bulgularn IL-18
e pdeer

Glukoz Profili

Glukoz -0,033 0,808
Lipid Profili

Total kolesterol -0,025 0,857

LDL -0,086 0,528

HDL -0,121 0,374

Trigliserit -0,194 0,152
Bobrek Fonksiyon Testleri

BUN 0,052 0,704

Kreatin 0,044 0,747
Karaciger Fonksiyon Testleri

AST 0,216 0,109

ALT -0,220 0,104
Hemogram

Hemoglobin 0,227 0,092

Lokosit -0,241 0,074

Platelet 0,042 0,758
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3.6. Plazma ROT Diizeyleri

Kontrol ve hasta gruplarindan izole edilen plazmalarda ROT diizeyleri
Ol¢iilmiistiir (Cizelge 3.36). Hasta grubunun ortalama ROT diizeyinin kontrol
grubunun yaklasik 1.2 kat1 oldugu goriilmistiir. Gruplar aras1 farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.001) (Sekil 3.48).

Cizelge 3. 36. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma ROT diizeyleri

Calhisma Gruplar: ROT (ng/ml)
Kontrol Grubu 101.394+3.14
Hasta Grubu 120.154£3.75%**

(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. 48. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma ROT diizeyleri
(***) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.001).
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Hastaligin aktivitesine gore siniflandirilan hastalardan izole edilen plazmalarda
ROT diizeyleri Olgiilmiis ve sonuglar kontrol grubu ile birlikte Cizelge 3.37°de
gosterilmistir. Tiim gruplar arasindaki en yiiksek ortalama ROT diizeyinin aktif
donemdeki hastalara ait oldugu goriilmiistiir. Aktif donemdeki hastalarin ortalama
ROT diizeyinin remisyon ve yeni tan1 grubundaki hastalarin yaklasik 1.03 kat1 oldugu,
ancak gruplar arasi farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmistiir
(p>0.05). Aktif donemdeki hastalarin ROT diizeylerinin kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0.01). Remisyon
ve yeni tani gruplarinin ortalama ROT diizeyleri de kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.49).

Cizelge 3. 37. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore smiflandirilan hasta gruplarinin
plazma ROT diizeyleri

Cahsma Gruplar: ROT (ng/ml)

Kontrol Grubu 101.39+3.14
Remisyon 119.99+8.60%*
Hasta Grubu Aktif 122.77+6.65**
Yeni Tam 118.7745.48%*

(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 49. Kontrol grubu ve hastalik aktivitesine gore siniflandirilan hasta gruplarinin plazma

ROT diizeyleri

(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
(**) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).

3.6.1. Yasa Bagh Olarak Cahsma Gruplarmmin Plazma ROT Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta grubunun plazma ROT diizeyleri yas dagilimlarina gore
degerlendirilmistir (Cizelge 3.38) (Sekil 3.50). Hasta gruplarin ROT diizeylerinin ayni
yas grubundaki kontrol gruplarina gore yiiksek oldugu, ancak gruplar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriilmiistiir (p>0.05). Hasta ve
kontrol grubu olarak ayrilmaksizin degerlendirildiginde de yas artis1 ile ROT diizeyleri
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamis olup, korelasyon katsayisinin r=0.187

oldugu goriilmiistiir (p>0.05).
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Cizelge 3. 38. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimina gére plazma ROT diizeyleri

Calisma Gruplari Yas ROT (ng/ml)
<30 98.46+ 7.82
Kontrol Grubu 30-50 102.57+3.92
>50 103.41+3.65
<30 116.53+ 14.50
Hasta Grubu 30-50 119.19+4.82
>50 118.81+5.04
Yas
Daglimlan
<30
125,00 30-50
I W50

o000 I 1
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50,00
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oo /- - - —_— -
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Sekil 3. 50. Kontrol ve hasta gruplarinin yas dagilimina gére plazma ROT diizeyleri
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3.6.2. Cinsiyete Bagh Olarak Cahsma Gruplarinin Plazma ROT Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinin ROT diizeyleri cinsiyete gore degerlendirilmistir
(Cizelge 3.39) (Sekil 3.51). Kontrol grubunda kadinlarin, hasta grubunda ise
erkeklerin ROT diizeyleri daha yiliksek bulunmustur. Ancak gruplar arasindaki bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Hasta grubu
kontrolle kiyaslandiginda ise, hem kadin hem erkek hastalarin ROT diizeylerinin ayn1
cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu

goriilmustiir (p<0.05).

Cizelge 3. 39. Kontrol ve hasta gruplarmin cinsiyete gore plazma ROT diizeyleri

Cahsma Gruplar: Cinsiyet ROT (ng/ml)
Kadin 103.39+4.30
Kontrol Grubu
Erkek 97.96+4.33
Kadin 118.63+4.15*
Hasta Grubu
Erkek 125.18+8.72*

(*) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).
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Sekil 3. 51. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore plazma ROT diizeyleri
(*) Ayni cinsiyetteki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

3.6.3. Sigara Kullanimina Bagh Olarak Calisma Gruplarimin Plazma ROT

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinda yer alan bireylerin sigara kullanma aligkanliklar
ile ROT diizeyleri karsilastirilmistir (Cizelge 3.40) (Sekil 3.52). Hasta ve kontrol
gruplar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde ROT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Sigara kullanimini birakan ve hig¢ sigara
kullanmayan hastalarin ROT diizeylerinin ayn1 aligkanliga sahip kontrol grubundan
yiiksek oldugu; ancak, gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmiistiir (p>0.05). Hala sigara kullanan hasta grubun ROT diizeylerinin ise ayni
aligkanliga sahip kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

oldugu goriilmiistiir (p<0.01).
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Cizelge 3. 40. Kontrol ve hasta gruplarin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma ROT
diizeyleri

Cahsma Gruplar Sigara ROT (ng/ml)
Hig kullanmamis 103.62+8.38
Kontrol Grubu Birakmis 99.63+3.83
Hala kullaniyor 100.50+3.01
Hig kullanmamis 117.37£10.91
Hasta Grubu Birakmusg 118.21+13.53
Hala kullaniyor 120.98+4.24%*

(*) Aym aligkanlhiga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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Sekil 3. 52. Kontrol ve hasta gruplarin sigara kullanim aligkanliklarina gére plazma ROT

diizeyleri
(**) Ayn1 aligkanliga sahip kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.01).
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3.6.4. Plazma ROT Diizeylerinin Regresyon Analizleri

ROT diizeyleri; ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi kullanilarak
kanistiric1  faktorler yas, cinsiyet ve sigara Oykiisiine gore diizeltme yapilarak
degerlendirilmistir. Karistiric1 faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta grubun
ROT diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (%95 GA: 1.009-1.064) (p= 0.009) (Cizelge 3.41).

Cizelge 3. 41. Plazma ROT diizeylerinin ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi sonuglari

Odds orami %95 GA Wald-degeri p-degeri

Alt siir - Ust sinir

ROT 1.036 1.009-1.064 6.914 0.009

3.6.5. Plazma ROT Diizeylerinin ROC Analizi

ROC analizine gére ROT i¢in EAKA degeri 0.720+0.056 (%95 GA: 0.611-
0.829) bulunmus olup, sonug istatistiksel olarak anlamlidir. Kontrol ve hasta

gruplarint ayirt etme ROT parametresinin tanit degerinin “orta” diizeyde oldugu

gbzlemlenmistir (p<0.001) (Sekil 3.53).

162



08

0g

Duyarhhk

04 |

0,2

00 0,2 04 08 0a 10
1-Ozgiillik
Sekil 3. 53. Plazma ROT ROC egrisi

3.6.6. Laboratuvar Bulgulari ile Plazma ROT Diizeylerinin Korelasyon Analizleri

Hasta grubunun plazma ROT diizeyleri ile romatoid artrit tanisinda kullanilan
laboratuvar bulgular1 (ACPA, CRP, ESR, RF) ve DAS28 arasinda korelasyon analizi
yapilmistir. Korelasyon katsayilari sirasiyla; racpa=-0.096, rcrp=-0.036, resr=0.099,
rrRr=-0.096, rpas28=0.073 bulunmus olup, parametreler arasinda anlamli bir korelasyon

olmadig1 gortilmiistiir (p>0.05).

Hasta grubunun plazma ROT diizeyleri ile glukoz ve lipid profilleri;
hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon tesleri sonuclar1 karsilastirilmis ve
korelasyon analizi yapilmistir (Cizelge 3.42). Platelet, trigliserit, LDL ve total
kolesterol diizeyleri ile plazma ROT diizeyleri arasinda pozitif yonlii ve anlamli bir
korelasyon bulunmustur (p<0.05). Diger parametrelerle plazma ROT diizeyleri

arasinda ise anlamli korelasyon bulunmamistir (p>0.05).
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Cizelge 3. 42. Laboratuvar bulgulari ile plazma ROT diizeyleri korelasyon analizleri sonuglari

ROT
Laboratuvar Bulgular:
Glukoz Profili
Glukoz -0,117 0,390
Lipid Profili
Total kolesterol 0,272* 0,043*
LDL 0,337* 0,011*
HDL 0,001 0,991
Trigliserit 0,268* 0,046*
Bobrek Fonksiyon Testleri
BUN 0,122 0,370
Kreatin -0,100 0,462
Karaciger Fonksiyon Testleri
AST 0,139 0,309
ALT -0,002 0,988
Hemogram
Hemoglobin -0,178 0,190
Lokosit -0,089 0,515
Platelet 0,320* 0,016*

(*) Istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.05).

3.7. Protein Ekspresyonlar1 ve Plazma Protein Diizeylerinin Korelasyon

Analizleri

Romatoid artrit hastalar1 ve kontrol grubunda NLRP3 inflamazom yolaginin
etkisi farkli yontemlerle degerlendirilmis, elde edilen sonuglar arasinda korelasyon
analizi yapilmistir (Cizelge 3.43). NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri western blot
ve immiinositokimya yontemleri ile degerlendirildiginde sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0.05). Western blot sonuglari ile plazma

NLRP3 (p<0.001), IL-1B (p<0.001) ve IL-18 (p<0.05) diizeyleri arasinda istatistiksel
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olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Western blot sonuglar ile plazma ROT
diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamistir
(p>0.05).

Cizelge 3. 43. Western blot yontemi ile elde edilen NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinin
diger bulgularla korelasyon analizleri sonuglari

NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeyleri
(western blot)

Korelasyon -dederi
katsayisi p-deg,

1\‘ILR1".3 Pt_'otei_n Ekspresyon Diizeyleri 0348 0011 <0.05*
(immiinositokimya)
Plazma NLRP3 Diizeyleri 0.461 0.000 <0.001***
Plazma IL-1p Diizeyleri 0.467 0.000 <0.001***
Plazma IL-18 Diizeyleri 0.268 0.013 <0.05*
Plazma ROT Diizeyleri 0.149 0.170 >0.05

*) 1st'f1tistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.05).
(*¥*%*) Istatistiksel olarak anlaml1 bir korelasyon vardir (p<0.001).

Immiinositokimya yontemi ile elde edilen NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri western blot yontemi sonuglari ile kiyaslandiginda, iki yontemle elde edilen
bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu bulunmustur
(p<0.05). Immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri ile plazma
NLRP3, IL-1B, IL-18 ve ROT diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli
korelasyon goriilmemistir (p>0.05) (Cizelge 3.44).
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Cizelge 3. 44. Immiinositokimya ydntemi ile elde edilen NLRP3 protein ekspresyon
diizeylerinin diger bulgularla korelasyon analizleri sonuglari

NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeyleri
(immiinositokimya)
Korelasyon

Katsayisi p-degeri
NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeyleri 0.348 0.011* <0.05*
(western blot)
Plazma NLRP3 Diizeyleri 0.217 0.122 >0.05
Plazma IL-1p Diizeyleri 0.206 0.144 >0.05
Plazma IL-18 Diizeyleri 0.092 0.518 >0.05
Plazma ROT Diizeyleri 0.143 0.310 >0.05

(*) Istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.05).

Plazma NLRP3 diizeyleri ve western blot yontemi ile elde edilen protein
ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunurken (p<0.001),
immiinositokimyasal protein ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmamustir (p>0.05). Plazma NLRP3 diizeyleri ile IL-1 (p<0.001), IL-18 (p<0.01)
ve ROT (p<0.001) diizeyleri arasinda anlaml1 korelasyon bulunmustur (Cizelge 3.45).

Cizelge 3. 45. Plazma NLRP3 diizeylerinin diger bulgularla korelasyon analizleri sonuglart

Plazma NLRP3 Diizeyleri

Korelasyon -dederi
Katsayisi p-deg,
NLRP3 Protein Ekspresyon Diizeyleri 0461 0.000 <0.001%**
(western blot)
1\‘ILR123 Pl:otei.n Ekspresyon Diizeyleri 0217 0122 ~0.05
(immiinositokimya)
Plazma IL-1p Diizeyleri 0.359 0.0007 <0.001***
Plazma IL-18 Diizeyleri 0.280 0.009 <0.01**
Plazma ROT Diizeyleri 0.395 0.0001 <0.001***

(**) is.tatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.01).
(***) Istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (p<0.001).
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4. TARTISMA

Romatoid artrit; eklem ve eklem ¢evresi dokularda ilerleyici hasarlarla
karakterize, bir¢ok organ ve dokuda 6nemli tutulumlara neden olan kronik, sistemik,
otoimmiin bir hastaliktir. Romatoid artirit diinyada ve Tirkiye'de en sik goriilen
sistemik otoimmiin hastaliklardandir (DSO, 2018; Sacks ve ark., 2010; Silman ve
Hochberg, 2001). Hastaligin kesin olusum ve gelisim nedeni bilinmemekle birlikte;
patogenezinde genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin birlikte rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Deane ve ark., 2017). Farkl1 klinik tablolarla ortaya ¢ikan, etiyolojisi
olduke¢a karisik olan bu hastalikta eklem ve eklem dis1 tutulumlarin hizli ilerlemesi
nedeniyle erken tani ve uygun tedavi olduk¢a 6nemlidir. Hastaligin giincel tedavisinde
genel egilim immiin sistemin baskilanmasi yoniinde kurgulandigindan; ikincil
hastaliklar ortaya ¢ikmakta, kalic1 bir iyilesme saglanamamakta, hastalarin tedaviye
verdigi yanitlar degismekte, dolayisiyla hastalik tamamen tedavi edilememektedir. Bu
nedenle hastaligin erken asamalarinda optimal terap6tik yanit elde etmek i¢in giivenilir
biyolojik ajanlara duyulan ihtiya¢ hala devam etmektedir. Ayrica hastalifin tanisi
amaciyla kullanilan otoantikorlarin diizeyleri farkli patolojilerde de degisebilmekte ve
spesifik taniya olanak saglamamaktadir (Bonfiglioli ve ark., 2018; Cojocaru ve ark.,
2010). Tiim bu nedenlerden dolay1 uzun yillardir bilinen, yaygin olarak gozlenen bir
hastalilk olmasma ragmen etiyopatogenezinin belirsizligini korumasi, yeni

biyogostergelere gereksinim oldugu gercegini ortaya ¢ikartmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde; NLRP3 inflamazomunun tekrarlayan ve
kronik inflamasyondaki roliiniin agiklanabilmesi i¢in kriyopirin ile iliskili periyodik
sendromlar olarak adlandirilan nadir oto-inflamatuvar hastaliklar ile kanser, gut,
diyabet, romatoid artrit gibi yaygin hastaliklar iizerinde ¢esitli arastirmalar yapildigi
goriilmiistiir (Aksentijevich ve ark., 2007; Cook ve ark., 2010; Hoffman ve ark., 2001,
Masters ve ark., 2009). NLRP3’iin inflamatuvar hasara bagli molekiiler patojenleri
algilayarak pro-inflamatuvar sitokinler IL-1B ve IL-18’in salinmasina yol agtigi,
sonrasinda bu duruma bagli olarak dokular iizerinde yikici etki olugsmasina neden
olabilecegi bildirilmistir. NLRP3’iin bu yoniiyle, romatoid artritte kemik rezorpsiyonu

ve kikirdak yikiminda 6nemli rol oynayabilecegi ifade edilmistir (Joosten ve ark.,
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1999; Horai ve ark., 2000). Farelerden izole edilen kemik iligi kaynakli makrofajlar,
monositler, splenik nétrofiller ve dendritik hiicrelerde dinlenme durumunda NLRP3
protein ve gen ekspresyonlarinn diisiik oldugu belirtilmistir. Hiicreler lipopolisakarit
ve TNF gibi sinyallerle indiiklendiginde ise ekspresyonun arttigi ifade edilmistir
(Guarda ve ark., 2011). Monositler veya makrofajlar tarafindan salgilanan TNF ve IL-
1B’nin, eklemlerde inflamatuvar siiregleri indiiklemeye ve siirdiirmeye yardimeci
oldugu belirtilmistir (Brennan ve Mclnnes, 2008; Mclnnes ve O'Dell, 2010). K + akist,
ATP, ROT gibi uyaranlar ile baglayan inflamazom aktivasyonunun, kaspaz-1 aracilig1
ile inaktif pro-1L-1’in biyolojik olarak aktif IL-1’e bolinmesiyle sonuglandig: ifade
edilmistir (Netea ve ark., 2009).

NLRP3 pyrin domaini, bir sitozolik kompleks olusturmak iizere oligomerize
olan ti¢ protein; NLRP3, ASC ve pro-kaspaz-1'den olusan bir hiicre igi reseptordiir.
NLRP3 bagisiklik sisteminin dogustan gelen bir bileseni olup, asil gorevi kaspaz-1
aktivasyonu ve pro-inflamatuvar sitokinler IL-1p ve IL-18’in salinimini
diizenlemektir. Bu nedenle NLRP3 inflamazom yolaginin inhibe edilmesinin anti-
inflamatuvar bilesiklerin etki mekanizmalarindan biri olabilecegi ve romatoid artrit
tedavisi i¢in umut verici bir strateji olabilecegi diigiiniilmektedir. Romatoid artritin
ilerlemesinde inflamatuvar siireclerin bir bagka ortak modiilatoriit NLRP3'{in adaptor
protein olan ASC ile etkileserek oncelikle pro-kaspaz-1, sonrasinda pro-1L-1 ve pro-
IL-18'i aktive etmesidir. Aktif kaspaz-1’in, IL-1p ve IL-18'in hiicre digina ¢ikmasina
aracilik ederek inflamatuvar cevaba katkida bulundugu bildirilmektedir. IL-1f ve IL-
18 salinmasinin en iyi bilinen mekanizmasi, bir baslangi¢ primerleme sinyali ve
ardindan bir aktiflestirme sinyali gerektiren NLRP3 aktivasyonudur. NLRP3
inflamazomu; hiicre dis1 ATP, sigara dumani, asbest, ¢esitli viriisler ve bakteriler gibi
genis bir uyaran dizisi ile aktive olabilmekte ve bircok hastaligin patogenezinde rol

oynamaktadir (Bauernfeind ve ark., 2011; Guo ve ark., 2018).

NLRP3 inflamazom yolag: ile romatoid artrit iligkisini incelemek amaciyla
yiirilitiilen ¢alisma sonuglart incelendiginde; farkli arastirmacilarin farkli goriisler
ortaya koydugu, sonuclarin birbirini desteklemedigi goriilmektedir. Bu amacla tez

calismamizda romatoid artrit hastalarinda NLRP3 inflamazom yolagmin rolii
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aragtirtlmistir. Hasta grubu remisyon donemi hastalari, aktif donem hastalar: ve yeni
tan1 almis, bu hastalikla ilgili tedavisi baglamamis hastalar (yeni tani) olmak {izere {i¢
gruba ayrilmistir. Farkli hastalik aktivitesi gosteren hastalar kontrol grubu ile
karsilastirilmis, NLRP3 protein ekspresyonlarinin ve NLRP3 inflamazom yolag:
bilesenlerinin diizeyleri (NLRP3, IL-1f , IL-18) farkli yontemlerle degerlendirilmistir.
NLRP3 inflamazomunun hastalik iizerindeki etkisinin altinda yatmasi olasi
mekanizmalardan biri olarak oksidatif stres gostergelerinden ROT diizeyleri
incelenmistir. Tiim ¢alisma grubumuzun cinsiyet, yas, kullandiklari ilaglar, romatoid
artrit harici hastaliklar, sigara kullanim aligkanliklar ile ilgili verileri toplanmuistir.
Hasta grubun romatoid artrit tanisinda kullanilan otoantikor diizeyleri ile c¢esitli
laboratuvar bulgular1 kayit altina alinmis ve tiim bu veriler ¢alismamiz sonucunda

ettigimiz bulgularla kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Calismamizda hasta ve kontrol grubundan alinan tam kan numunelerinden izole
edilen periferal mononiikleer hiicrelerde western blot yontemi kullanilarak yapilan
analiz sonuglar1 degerlendirildiginde; hasta grubunun NLRP3 protein ekspresyon
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu gorilmiistiir
(p<0.001). Remisyon, aktif ve yeni tan1 grubundaki hastalarin ekspresyon diizeylerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek oldugu bulunmustur
(p<0.001). NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri; ¢oklu degiskenli lojistik regresyon
analizi ile karigtiric1 faktorler yas, cinsiyet ve sigara ykiisiine gore diizeltme yapilarak
degerlendirilmistir. Karistirict faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta grubun
protein ekspresyon diizeyleri kontrol grubundan yiiksek bulunmustur (p<0.001).
NLRP3 protein ekspresyonlari immiinositokimyasal yontemle incelendiginde de
benzer sonuglar elde edilmistir. Hasta grubun periferal mononiikleer hiicrelerinde
immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyonunun kontrol grubundan anlaml
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.01). Aktif donem (p<0.01), yeni tani
(p<0.01) ve remisyon donemi (p<0.05) gruplarindaki hastalarin immiinositokimyasal
NLRP3 protein ekspresyonlarinin kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek oldugu
bulunmustur. En yiiksek immiinositokimyasal NLRP3 protein ekspresyonu aktif
donem hastalarinda, hasta grubu iginde en diislik ekspresyon ise western blot yontemi

sonuglarina benzer sekilde remisyon dénemi hastalarinda bulunmustur. Ancak hasta
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gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
Plazma NLRP3 diizeyleri degerlendirildiginde ekspresyon verilerine benzer sonuglar
ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Hasta grubun ortalama plazma NLRP3 diizeyinin kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.001).
Plazma NLRP3 diizeyleri; ¢coklu degiskenli lojistik regresyon analizi ile karistirict
faktorler yas, cinsiyet ve sigara dykiisiine gore diizeltme yapilarak degerlendirilmistir.
Karigtiric1 faktorlerin etkisi elimine edildiginde de hasta grubun plazma NLRP3
diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Tiim gruplar iginde en yiiksek ortalama plazma NLRP3 diizeyinin aktif
donem hastalarina, hasta gruplari i¢inde en diisiik ortalama NLRP3 diizeyinin ise
remisyon donemi hastalarma ait oldugu gorilmistiir. Hasta gruplari arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05); her hasta grubu kontrol
grubuyla kiyaslandiginda bulunan farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir (p<0.001). ROC analizine gore plazma NLRP3 i¢cin EAKA degeri
0.926+0.027 (%95 GA: 0.872-0.979) bulunmustur. Sonuglar gdz oniine alindiginda
romatoid artrit i¢in kontrol ve hasta gruplarin1 ayirmada NLRP3 degiskeninin tani
degerinin olduk¢a yiiksek oldugu degerlendirmesi yapilabilmektedir (p<0.001).
Calisma sonuglarimiza benzer sekilde Ruscitti ve ark. (2015) romatoid artrit
hastalarinin monositlerinde NLRP3 mRNA ve protein ekspresyonlarinin kontrole gére
arttigini, NLRP3 inflamazom aktivasyonu araciligi ile IL-1p iiretiminin yiikseldigi
bildirilmigtir. Mathews ve ark. (2014) romatoid artrit hastalarinin periferal
mononiikleer hiicrelerinde ASC, MEFV, NLRP3-FL, NLRP3-SL ve CASP1 gen
ekspresyonlarinin kontrolden daha yiiksek oldugunu, CARDS’in ise diisiik oldugunu
bildirmistir. Aymi1 grup infliksimab tedavisi uygulandiktan 14 hafta sonra
incelendiginde ise hem ilaca cevap veren, hem vermeyen grubun ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir degisiklik gozlenmedigini ifade etmistir. Choulaki ve ark.
(2015) aktif romatoid artrit hastalarinin tam kan hiicrelerinde intraseliiler NLRP3,
ASC, aktif kaspaz-1, pro-1L-1p diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu
bildirmistir. Romatoid artrit hastalarinin sinoviyal dokularinda NLRP3 inflamazom
yolagi bilesenlerinin protein ve gen ekspresyonlarinin arttig1 ifade edilmistir (Kolly ve
ark., 2010). Romatoid artrit ve osteoartrit hastalarinin sinoviyal dokularinda aktif

kaspaz-1 ve NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmis, romatoid artrit
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hastalarinda ekspresyonun daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Guo ve ark., 2018).
Artrit modeli olusturulan deney hayvani c¢aligmalarinda insan c¢aligmalarina benzer
sonuglarm elde edildigi goriilmiistiir. Artrit olusturulan A20™¢KO farelerden elde
edilen kemik iligi kaynakli makrofajlarda NLRP3 inflamazom aktivitesinin arttigi
protein ve gen ekspresyonlari ile gosterilmistir. Artmis NLRP3 inflamazom
aktivitesinin romatoid artrit patolojisine katki sagladigi, NLRP3 ve kaspaz-1
silinmesinin ise romatoid artrit ile iligkili inflamasyon ve eklem yikimina karsi
koruyucu oldugu ifade edilmistir (van de Walle ve ark., 2014). Kollajen indiiklii
romatoid artrit modeli olusturulan DBA/1 farelerin  eklem  dokulari
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde; kontrol grubunda NLRP3
ekspresyonu goriilmezken, romatoid artrit grubunda ekspresyonun arttigi; sinoviyal
NLRP3 ekspresyon diizeyleri ile artritin klinik ve radyografik bulgular1 arasinda
korelasyon oldugu ifade edilmistir. Ayrica serum NLRP3, IL-1pB, IL-18 ve IL-33
diizeylerinin artritli farelerde daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2016).
Kollajen indiiklii romatoid artrit modeli olusturulan DBA/1J farelerine tedavi amaciyla
altinci glinden itibaren, iki hafta boyunca, iki giinde bir kez olmak tlizere 10 mg/kg (ip)
selektif NLRP3 inhibitori MCC950 bilesigi uygulanmistir. MCC950 tedavisinin
farelerin diz eklemlerindeki sinoviyal dokularda NLRP3 ve aktif kaspaz-1 protein
ekspresyonunu inhibe ettigi, IL-1B iretimini, sinoviyal inflamasyon ve kikirdak
erozyonunu azalttigi bildirilmistir (Guo ve ark., 2018). Ote yandan bu goriislerin
aksine romatoid artrit hastalarinda plazma/serum NLRP3 diizeylerinin, protein ve gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna goére azaldigini veya gruplar arasinda anlamli
farklilik olmadigint bildiren arastirmacilar da bulunmaktadir. Wang ve ark. (2014)
romatoid artrit hastalarinin periferal mononiikleer hiicrelerinde kaspaz-1 ve NLRP1
ekspresyon diizeylerini kontrol grubundan diisiik bulurken; NLRP3, ASC ve IL-1p
diizeylerinde anlamli bir farklilk olmadigimi1 bildirmistir. Hasta grubun
graniilositlerinde ise NLRP3, kaspaz-1 ve ASC mRNA ekspresyonlarinin kontrol
grubuna gore diisiik oldugu ifade edilmis olup; NLRP1 ve NLRP3’iin romatoid artrit
icin koruyucu oldugu sonucuna vardiklarini bildirmislerdir. Yang ve arkadaslari
(2016) romatoid artrit hastalarinin periferal mononiikleer hiicreleri ve notrofillerinde
NLRP3 mRNA ve protein ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli derecede

azaldig1 ve hastalik siddeti ile negatif korelasyon gosterdigini ifade etmistir. Kaspaz-1
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aktivasyonu ve serum IL-18 diizeylerinin ise hasta grubunda arttig1 bildirilmis olup,
hastalik siddetinin artmasmna neden olan kaspaz-1 aracili IL-18 aktivasyonunun
NLRP3 yolagindan bagimsiz farkli bir yolak araciligiyla ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir.
Benzer goriisii savunan deney hayvani ¢alismalart da bulunmaktadir. Ippagunta ve
arkadaslar1 (2010) NLRP3 ™", ASC ™~ ve kaspaz-1~'" farelerde kollajen indiiklemesiyle
artrit modeli olusturmustur. Artrit olusumu ile ASC arasinda bir iliski oldugu, ASC™~
farelerin artritten korundugu, NLRP3™~ ve kaspaz-17" farelerde ise hastalik
progresyonunun normal devam ettigi bildirilmistir. NLRP3 inflamazom yolaginin
romatoid artirit hastalifindaki etkisini degerlendiren ¢aligma sonuglarindaki
farkliliklarin; ¢aligma popiilasyonunda yer alan goniilliilerin sayisi, etnik kokeni, yas
ve cinsiyet dagilimlari, diger hastaliklari, beslenme, sigara kullanim1 gibi ¢evresel ve

genetik faktorlere bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Pro-inflamatuvar sitokin 1L-1 kikirdak yikimi ile iliskilendirildiginden,
romatoid artritin ilerlemesinde 6nemli rol oynayabilecegi ve IL-1 reseptor
antagonistlerinin romatoid artrit tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir. Birgok
arastirmact romatoid artritte IL-1B ve IL-18’nin 6nemli gorevi oldugu goriisiinii
savunmaktadir (Kay ve Calabrese, 2004; Mclnnes ve ark., 2005; Morel ve ark., 2001;
Schiff, 2000). Calismamizda hasta grubunun plazma IL-1 ve IL-18 diizeyleri kontrol
grubundan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.001). IL-1p ve IL-18 diizeylert;
coklu degiskenli lojistik regresyon analizi kullanilarak karistirict faktorler yas, cinsiyet
ve sigara Oykiisiine gore diizeltme yapilarak degerlendirilmistir. Karistiric1 faktorlerin
etkisi elimine edildiginde de hasta grubun IL-1B (p=0.004) ve IL-18 (p=0.012)
diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur.
Hasta grubu i¢inde en diisiik IL-1B ve IL-18 diizeylerinin remisyon donemindeki
hastalara, en yliksek IL-1B ve IL-18 diizeylerinin ise aktif donemdeki hastalara ait
oldugu gortilmiistiir. Aktif donemdeki hastalarin ortalama IL-1p diizeyleri remisyon
donemindekilerden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Aktif, yeni tan1 ve remisyon gruplarinin ortalama IL-1f ve |L-18 diizeylerinin kontrol
grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu gorilmistiir. Verilerimiz IL-1p gibi IL-
18'in de NLRP3 yolagina baglh olarak romatoid artritin patogenezinde rol oynadigini

gostermistir. Daha Once yapilan g¢alismalarda IL-1B ve IL-18'in romatoid artirit
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hastaliginin ilerlemesinde rol oynadig1 6ne stiriilmiis olup, bizim bulgularimiz da bu
durumu destekler durumdadir. Romatoid artrit hastalarinin diz eklemlerinden alinan
sinoviyal sivilarda IL-1p diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Rooney ve ark.,
1990). Gracie ve ark. (1999) romatoid artrit hastalarinin sinoviyal sivilarinda 1L-18
mRNA ve protein ekspresyonlarinin kontrol grubundan yiiksek bulundugunu ifade
etmistir. Bagka bir grup aragtirmaci romatoid artrit hastalarinin dizlerindeki sinoviyal
dokularinda lokal inflamasyon, TNF-a ve IL-1B diizeylerinin artis1 ile IL-18
ekspresyonu arasinda iliski oldugunu bildirmistir (Joosten ve ark., 2003). Kay
ve Calabrese (2004) romatoid artrit hastalarinin plazma ve sinoviyal sivilarinda IL-1
konsantrasyonlarinin arttigini, bu artigla birlikte hastalik aktivitesinin de arttigin1 ifade
etmistir. Bagka bir grup arastirmaci serum IL-1B diizeylerinin romatoid artrit

baslangicindaki erozyonlarla iligkili oldugunu ifade etmistir (Eklund ve ark., 2007).

Calismamizda hastalara ait HDL, LDL ve total kolesterol diizeyleri ile IL-18
diizeyleri arasinda yapilan korelasyon analizinde anlamli bir iligki bulunmazken;
hemoglobin diizeyleri ile IL-1B diizeyleri arasinda pozitif yonlii ve anlamli bir
korelasyon bulunmustur (r=0.271; p<0.05). Calisma sonuc¢larimiza benzer sekilde; IL-
1B inhibitorii uygulanan kardiyovaskiiler riski yiliksek diyabet hastalarinda HDL, LDL
ve total kolesterol diizeylerinin etkilenmedigi, hemoglobin diizeylerinin ise orta

diizeyde azaldig1 goriilmistiir (Ridker ve ark., 2012).

NLRP3 inflamazom yolagim1 aktive eden kesin mekanizma belirsizligini
korumakta olup ¢ok sayida arastirma oksidatif stresin bu siirece dahil olabilecegi
goriisiinii savunmaktadir. Oksidatif stres; ROT’lar ve oksidasyona neden olan diger
reaktif molekiiller ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanmaktadir. ROT’lar hiicre sinyalizasyonu, farklilasmasi, proliferasyonu,
biiyiimesi, apoptozu gibi bir¢ok hiicresel siiregte yer alan nemli sinyal molekdilleridir.
ROT diizeylerindeki kontrolsiiz artisin neden oldugu oksidatif stres; proteinler, lipitler
ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiillerde hasara neden olabilmektedir (Horai ve
ark., 2000). Romatoid artrit hastalarinda serbest radikallerinin asir1 iiretimi ya da
antioksidan savunma sistemindeki zayiflamaya bagli olarak oksidatif stress

olusumunun arttigi daha 6nceki yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Mateen ve ark,
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2016). ROT miktarindaki artisin; TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, 1L-17, I1L-18 gibi
inflamatuvar sitokinlerin stimiilasyonuna neden olarak romatoid artrit olusumuna
katki saglayabilecegini bildiren ¢alismalar yayinlanmistir. Oksidatif stresin artisina
bagli olarak sinoviyal T lenfositleri, makrofajlar gibi immiin hiicrelerin aktive oldugu,
aktive olan bu hiicrelerin kemik ve kikirdak erozyonuna yol actigi bildirilmistir

(Mclnnes ve Schett, 2007; Mirshafiey ve Mohsenzadegan, 2008).

Calismamizda oksidatif stresin NLRP3, IL-1 ve IL-18 salinmasi lizerine olas1
etkileri ROT diizeyleri agisindan degerlendirilmis olup, hasta grubun plazma ROT
diizeylerinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
goriilmiistir (p<0.001). ROT diizeyleri; ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizi
kullanilarak karistirici faktorler yas, cinsiyet ve sigara Oykiisiine gore diizeltme
yapilarak degerlendirildiginnde de hasta grubun ROT diizeyleri kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur (p= 0.009). Aktif donemdeki
hastalarin bulundugu grupta ortalama ROT diizeylerinin yeni tan1 ve remisyon
donemindeki hastalardan yiiksek oldugu bulunmakla birlikte, bu farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olmadigr saptanmistir (p>0.05). ROT diizeylerinin
hastaligin patogenezi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. ROT olusumuna bagh
olarak artan oksidatif stres, apoptotik hiicre 6liimii ve inflamasyonun indiiklenmesine
neden olarak kronik inflamasyona yol agmakta ve romatoid artrit gibi otoimmiin
hastaliklarin patogenezine katki saglamaktadir (Khojah ve ark., 2016; Schieber ve
Chandel, 2014). Viicutta oksidatif stresin artmasi direk eklem hasarina neden
olabildigi gibi (Mateen ve ark., 2016); ROT artisina bagl olarak farkli inflamatuvar
sinyal yolaklarmin tetiklenmesi, dolayl1 yoldan romatoid artrit olusumu ve hastalik
aktivitesinin artmasina yol agabilmektedir (Phull ve ark., 2018; Quifionez-Flores ve
ark., 2016). Yapilan ¢alismalarda romatoid artrit hastalarinin sinoviyal sivilarindaki T
lenfositleri ve tam kan hiicreleri ile monositlerinde ROT {iretiminin kontrole gore
artig1 ifade edilmistir (Hassan ve ark., 2011; Remans ve ark., 2005). Mateen ve
arkadaglar1 (2016) romatoid artrit hastalariin plazmalarinda ROT iiretimi, lipid
peroksidasyon, protein oksidasyon ve DNA hasariin kontrole gore artis gosterdigini
belirtmistir. Romatoid artrit hastalar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda serum ROT ve

reaktif nitrojen tiirleri diizeylerinin hasta grubunda daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
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Bagka bir ¢aligmada romatoid artrit hastalarinda plazma ROT ve inflamatuvar sitokin

diizeylerinin kontrole gore yiiksek oldugu bildirilmistir (Mateen ve ark., 2017).

Calismamizda platelet diizeyleri ile ROT diizeyleri arasinda pozitif yonlii ve
anlaml bir iliski bulunmustur (=0.320; p<0.05). Viicutta oksijen tiiketiminin artmasi
platelet agregasyonu ile iliskilendirilmis olup, yiiksek doz hidrojen peroksit ve
stiperoksitin platelet birikimini arttirdigi bildirilmistir (Freedman, 2008).

ROT diizeyleri ile LDL, trigliserit ve total kolesterol diizeyleri arasinda da
pozitif yonlii ve anlamli bir iliski bulunmus olup korelasyon katsayilar1 sirasiyla
rLoL=0.337, Triotal kolesteroi=0.272, Trigliserit=0.268’dir (p<0.05). Bu bulgulara benzer
sekilde yag asitleri ve trigliserit agisindan zengin emiilsiyonlarin lokositlerde ROT
tiretimini stimiile ettigi bildirilmistir (Araujo ve ark., 1995). Koroner arter hastalarinda
ROT diizeyleri ile bozulmus lipid profili arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir
(Rao ve Kiran, 2011). Plazma lipoproteinlerinin; damarlardaki endotelyal hiicrelerle
iliskili ve oksidasyon reaksiyonlara duyarli olmalar1 nedeniyle, damar yiizeyinde

oksidatif stres biyogostergesi olabilecekleri diistiniilmektedir (Le, 2014).

Calismamizda yas, cinsiyet, sigara kullanimi gibi faktorlerin NLRP3

inflamazom yolag: tlizerine etkisi degerlendirilmistir.

Yaglanmanin bircok kronik hastaligin ortaya c¢ikmasma neden oldugu
bilinmektedir. Yas artis1 ile inflamasyona neden olan endojen sinyallerin birgogunun
arttig, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun bu siirece katkis1 bulundugu
diisiiniilmektedir. Calismamizda yas artis1 ile plazma NLRP3 diizeyleri arasinda
pozitif yonli ve anlamli bir korelasyon bulunurken (r=0.305; p=0.004), yas ile protein
ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir. Kontrol
grubunda yer alan 50 yasindan biiyiik bireylerin plazma NLRP3 diizeylerinin 30
yasindan kiiclik bireylerden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu durum saghkli bireylerde de yas artisinin plazma NLRP3

diizeylerinin artmasina neden olabilecegini ifade etmektedir. NLRP3 inflamazom
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aktivitesindeki azalmanin yas ile iligkili inflamasyonu azalttig1 ifade edilmistir (Youm
ve ark., 2016). Wu ve ark. (2015) yas ile periferal mononiikleer hiicrelerin NLRP3,
ASC, kaspaz-1 ve IL-1B gen ekspresyonlarmin pozitif korelasyon gosterdigini
bildirmistir. Ancak c¢alisma grubu yalnizca ileri ateroskleroz veya diger vaskiiler
hastaliklardan etkilenen hasta bireylerden olusmus olup saglikli kontrol grubu ile
karsilastirma yapilmadigindan bulunan korelasyonun kardiyovaskiiler hastaliklar
nedeniyle de ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir. Bu goriisiin tersine baska bir
grup arastirmact ise 50 yasin T{izerindeki saglikli bireylerde NLRP3 gen
ekspresyonunun 50 yasin altindakilere gore anlamli diizeyde azaldigini ifade etmistir
(Connat ve ark., 2018).

Calismamizda yas artisi ile plazma IL-1p ve IL-18 diizeyleri arasinda anlamli
bir korelasyon bulunmamis olup korelasyon katsayilar1 sirasiyla ri-1p =0.153 ve r.-
186=0.172°dir (p>0.05). IL-1B ve IL-18’in yasa bagl degisimi ile ilgili yayinlanan
calisma sonuglari farkliliklar gostermektedir. Bazi arastirmacilar ileri yaslarda IL-1,
IL-18 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
bildirirken (Born ve ark., 1995; Fagiolo ve ark., 1993), baz1 arastirmacilar ise bunun
tersini ifade etmektedir (Gon ve ark., 1996; McLachlan ve ark., 1995). McLachlan ve
ark. (1995) yasl bireylerden (>65) izole edilen monositlerde IL-1 ve ROT
diizeylerinin genclerden (~25) daha diisiik oldugunu belirtmistir. Bagka bir ¢calismada
yaslanmaya bagli olarak artan oksidatif stresin IL-18 ve IL-1p gibi pro-inflamatuvar

sitokinlerin diizeyinin artmasina neden olabilecegi bildirilmistir (Born ve ark., 1995).

Calismamizda yas artis1 ile ROT diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmamistir (r=0.187; p>0.05). Yaslanmaya ROT diizeylerinde artisa neden
oldugunu bildiren ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir (Kirkwood ve Kowald, 2012).
Ancak gilinlimiizde bu goriisiin aksine, ROT diizeyleri ile yaslanma arasinda direk iligki
olmadigini belirten, arastirma sonuglart da bulunmaktadir (Gladyshev, 2014).
Oksidatif stres hiicrelerin lokalize alanlarinda ortaya ¢iktiginda, toplam oksidatif
hasarin analizi gercek hasari temsil edemeyebilmektedir. Yayimnlanan sonuglardaki

farkliliklarin ¢aligmaya katilan bireylerin genetik ve yasam sekillerindeki diyet,
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egzersiz, sigara kullanimi gibi ¢evresel faktorlerdeki farkliliklardan kaynaklaniyor

olabilecegi diisliniilmektedir.

Cinsiyete gore degerlendirme yapildiginda hem kontrol, hem de hasta
gruplarinda kadinlarin plazma NLRP3 diizeylerinin erkeklerden anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinde ise
hem hasta, hem de kontrol grubunda cinsiyet agisindan anlamli bir farklilik
bulunmamustir (p>0.05). Connat ve ark. (2018) saglikli kadin ve erkeklerin tam kan
orneklerinde NLRP3 gen ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik
bulunmadigini bildirmistir. Yang ve ark. (2015) sistemik lupus eritam6z hastasi
kadinlardan izole edilen stimiile edilmemis makrofajlarda NLRP3 gen
ekspresyonlarinin kontrole gore anlamli diizeyde arttigini, erkeklerden izole edilen
stimiile edilmemis makrofajlar kontrolle kiyaslandiginda ise bir anlaml bir farklilik
bulunmadigini ifade etmistir. Cinsiyetin NLRP3 yolagindaki pro-inflamatuvar sitokin
diizeyleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde; kontrol grubundaki kadinlarin plazma
IL-1B ve IL-18 diizeylerinin erkeklerden yliksek oldugu, ancak yalnizca IL-18
diizeylerindeki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Hasta ve kontrol gruplarinin ROT diizeyleri kendi i¢inde degerlendirildiginde gruplar
arasinda cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir
(p>0.05). Bazi arastirmacilar kadinlarin oksidatif strese erkeklerden daha dayanikli
oldugunu ifade ederken (Kander ve ark., 2017), bazilar1 cinsiyetin oksidatif stres
biyogdstergeleri tizerinde anlamli bir etkiye neden olmadigini bildirmistir (Enciso ve
ark., 2018). Ostrojenin pro-inflamatuvar sinyalleri azalttig1 bilinmektedir. Ostrojen
diizeylerinde degisikliklere neden olan menstiirasyon donemi, menopoz gibi siireglerin
kadinlarda oksidatif stres ve inflamasyon parametrelerinin diizeylerinde degisikliklere
neden oldugu ve bu durumun cinsiyetler arasi farkliligi aciklayabilecegi
diistiniilmektedir. Bu veriler, dstrojenin makrofajlardan inflamazom aktivasyonunun
artmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmekte ve kadinlarin otoimmiin hastaliklara

yatkinligini agiklayabilmektedir.

Sigara kullaniminin romatoid artrit riskine etki eden énemli bir faktdr oldugu

bildirilmektedir. Baz1 arastirmacilar kadinlarda sigara kullaniminin hastalik riskini
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arttirdigini ifade ederken (Karlson ve ark., 1999); bazilar1 sigara kullaniminin yalnizca
erkeklerde hastalik riskini arttigini, kadinlarda riske etki etmedigini ifade etmektedir
(Krishnan ve ark., 2003; Uhlig ve ark., 1999). Baz1 arastirmacilar ise sigaranin hem
kadinlarda, hem erkeklerde hastalik riskini arttirdigini, ancak erkeklerde daha fazla
arttirdigini ifade etmistir (Sugiyama ve ark., 2010). Kronik sigara kullaniminin ¢esitli
hiicresel mekanizmalar ve inflamatuvar yanitlarda bozulmalara neden olarak
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve enzimatik degisiklikleri indiikledigi ifade
edilmistir. Calismamizda, hastalikta olduk¢a Onemli yeri olan sigaranin NLRP3
inflamazom yolagina etkisi degerlendirildiginde; sigara kullanan (p<0.01) ve sigara
kullanimini birakmis hastalarin (p<0.05) NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinin hig
sigara kullanmamig hastalara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Hasta gruplarinin  aksine, kontrol gruplart sigara kullanim
aligkanliklarina gore kendi icinde degerlendirildiginde, gruplar arasinda protein
ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0.05). Sigara
kullaniminin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda bu farkliligi ortaya g¢ikartmasinin
nedeninin; hastalik nedeniyle hali hazirda aktive olmus periferal mononiikleer
hiicrelerden sitokin ve inflamazom salimini daha da arttirmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi diistiniilmektedir. Calismamizda sigara kullaniminin plazma NLRP3
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilia neden olmadig:
bulunmustur. Connat ve ark. (2018) saglikli bireylerin sigara kullanim
aligkanliklarinin NLRP3 gen ekspresyon diizeyleri iizerinde anlamli bir farkliliga
neden olmadigini bildirmistir. Wu ve ark (2018) ise insan aort endotelyal hiicrelerinde
nikotin uygulamasimin NLRP3 ve ASC protein ve gen ekspresyonlarimi arttirdigini
bildirmistir. Bu artisin intraseliiler ROT {iretimindeki artistan kaynaklanabilecegi
diistintililmiis ve hiicrelere ROT inhibitorii N-asetil sistein uygulanmistir. Bu
uygulama sonucu hiicrelerde NLRP3, ASC, kaspaz-1, IL-1 ve IL-18’in gen ekspresyon
diizeylerinin azaldig1 goriilmiistiir. Han ve ark (2017) ise sigara dumani ekstresinin
insan monositleri ve makrofajlarinda NLRP3 proteininin yapisinin bozulmasini
indiikledigi ve protein diizeylerinin azalmasina yol actigini ifade etmistir. Ye ve
arkadaglar1 (2019) si¢anlarda sigara dumaninin Candida albicans’in indiikledigi
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu suprese ettigini bildirmistir. Sigara kullaniminin

NLRP3 inflamazom yolagina etkisi ile ilgili ¢ok farkli goriigler bildirildiginden
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iliskinin tam olarak aciklanabilmesi ig¢in daha kapsamli yeni g¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda hi¢ sigara kullanmamuis, sigara kullanimin1 birakmis ve hala
sigara kullanan hasta gruplarinin plazma IL-1B diizeylerinin, ayn1 aligkanligi olan
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir. Plazma 1L-18
diizeylerine bakildiginda ise farklilik yalnizca sigara kullanan hasta ve kontrol gruplari
arasinda goriilmiistir (p<0.01). Hasta ve kontrol gruplar1 kendi iginde
degerlendirildiginde ise sigara kullaniminin plazma IL-1p ve IL-18 diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli derecede etkilemedigi goriilmiistiir (p>0.05). Yapilan
caligmalarda sigara kullananlarin balgam ve lavaj sivilarinda IL-1f diizeyinin arttig1
ifade edilmistir (Chung, 2006; Ekberg-Jansson ve ark., 2001). Sigara kullanan
bireylerden izole edilen monositlerde kullanmayanlara gore IL-1f diizeylerinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Zeidel ve ark., 2002). Sigara dumanina maruz birakilan
bronsiyal epitel hiicrelerin kontrole gére daha fazla IL-1p salgiladig ifade edilmistir.
Bunlarin aksine bagka bir grup arastirmaci kronik periodontitis hastalarindan sigara
icicisi olanlarin IL-1p gen ekspresyonlarinin sigara igmeyenlerden diisiik oldugunu
ifade etmistir (Moeintaghavi ve ark., 2017). Calismamizda hasta ve kontrol gruplari
sigara kullanim aligkanliklar1 agisindan kendi i¢inde degerlendirildiginde ise gruplar

arasinda ROT diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

Tez calismamizdan western blot, immiinositokimya ve ELISA yontemleriyle
elde edilen tim veriler birlikte degerlendirildiginde, romatoid artritin patogenezinde
NLRP3 inflamazom yolaginin énemli rol oynadig: diisliniilmektedir. Ayrica NLRP3
inflamazomu ve inflamazom yolaginda yer alan diger parametrelerin hastalik
aktivitesine gore farkli diizeylerde oldugu goriilmiistir. ELISA, western blot ve
immiinositokimya yontemleri ile elde edilen verilerin birbirini destekler nitelikte
oldugu goriilmistiir. NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri western blot ve
immiinositokimya yontemleri ile degerlendirildiginde sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0.05). Western blot protein ekspresyon
diizeyleri ile plazma NLRP3 (p<0.001), IL-1B (p<0.001) ve IL-18 (p<0.05) diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Plazma NLRP3
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diizeyleri ile IL-1B (p<0.001), IL-18 (p<0.01) ve ROT (p<0.001) diizeyleri arasinda
Istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Tim bu bulgular arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyonlarin bulunmasi; hastaligin patogenezinde ve
progresyonunda NLRP3 inflamazom yolagmin etkili olabilecegini, bu yolaktaki
parametrelerin  diizeylerinin  birbirleriyle etkilesimli olarak degisebilecegini

distindiirmektedir.

Tez calismamizdan elde etti§imiz tiim veriler birlikte degerlendirildiginde
uzun yillardir bilinen, yaygin olarak gbzlenen, etiyopatogenezinin hala belirsizligini
korudugu bu hastalikta NLRP3’{in yeni bir biyogdsterge olabilecegi diistiniilmektedir.
Ayrica sonuglarimiz NLRP3 inflamazom yolaginin inhibisyonunu saglayabilecek yeni
molekillerin tasarlanmasi ve sentezlenmesinin, kesin tedavisi bulunamamis bu

hastaligin tedavisine katki saglayabilecegi goriislinii desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda romatoid artrit hastalarinda NLRP3 inflamazom yolaginin
rolii ve oksidatif stresin bu yolak iizerine etkisi kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Calismamiz kapsaminda elde edilen sonucglar asagida

bildirilmistir.

Calisma grubumuz 6nce hasta ve kontrol grubu olarak ikiye ayrilmistir.
Sonrasinda hasta grubu; aktif donem hastalari, remisyon donemi hastalari ve yeni tani
almis ilag tedavisi baglamamis hastalar olmak {izere ti¢ alt sinifa ayrilmis olup; elde

edilen sonuclar kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Kontrol ve hasta gruplarinin tam kan numunelerinden izole edilen periferal
mononiikleer hiicrelerde western blot ve immiinositokimya yontemleri ile NLRP3
protein ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Hem western blot (p<0.001), hem de
immiinositokimya (p<0.01) yontemleriyle elde edilen sonuglar incelendiginde; hasta
grubun NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. En yiliksek immiinositokimyasal
NLRP3 protein ekspresyon diizeylerinin aktif donem hastalarma ait oldugu
goriilmiistiir. Western blot yonteminde en yiiksek NLRP3 protein ekspresyonlari ise

yeni tan1 ve aktif donem hastalarinda gézlenmistir.

Hasta grubun plazma NLRP3, IL-1p, IL-18 ve ROT diizeyleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur (p<0.001). Aktif donem
hastalarinin plazma NLRP3, IL-1p, IL-18 ve ROT diizeylerinin diger hasta gruplari ve
kontrol grubundan yiiksek oldugu goriilmistiir.

Calisma grubunun NLRP3 inflamazom yolag1 parametreleri ve ROT diizeyleri

yas, cinsiyet ve sigara kullanim durumlarina gore degerlendirilmistir. Yas artisi ile
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plazma NLRP3 diizeyleri arasinda pozitif yonli ve anlamli bir korelasyon
bulunmustur (r=0.305; p=0.004). Yas ile plazma IL-1p, IL-18, ROT ve NLRP3 protein

ekspresyon diizeyleri arasinda ise anlamli korelasyon bulunmamistir (p>0.05).

Cinsiyete gore degerlendirme yapildiginda hem kontrol, hem de hasta
gruplarinda kadimnlarin plazma NLRP3 diizeylerinin erkeklerden istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yliksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Kontrol grubundaki kadinlarin
plazma IL-18 diizeyleri kontrol grubundaki erkeklerden istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Hasta ve kontrol gruplarinin plazma ROT
diizeyleri kendi i¢inde degerlendirildiginde ise gruplar arasinda cinsiyet agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).

Sigara kullanim durumlarina gore yapilan degerlendirmede; sigara kullanan
(p<0.01) ve sigara kullanimini birakmis hastalarin (p<0.05) NLRP3 protein
ekspresyon diizeylerinin hi¢ sigara kullanmamis hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur. Sigara kullaniminin plazma NLRP3, IL-
1B, IL-18 ve ROT diizeyleri {lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

bulunmamastir (p>0.05).

NLRP3 protein ekspresyon, plazma NLRP3, IL-1B, IL-18 ve ROT diizeyleri;
coklu degiskenli lojistik regresyon analizi ile karistirici faktorler yas, cinsiyet ve sigara
Oykiistine gore diizeltme yapilarak degerlendirilmistir. Karigtirict faktorlerin etkisi
elimine edildiginde de hasta grubun NLRP3 protein ekspresyon (p<0.001), plazma
NLRP3 (p<0.001), IL-1B (p=0.004), IL-18 (p= 0.012) ve ROT (p=0.009) diizeyleri

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Plazma NLRP3, IL-1p, IL-18 ve ROT olgiimlerine ait ROC egrisi ¢izilmis ve
EAKA’lar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Kontrol ve hasta
gruplarin1 ayirmada bu degiskenlerin tan1 degeri anlamli olmakla birlikte, en yiiksek

tani degerinin NLRP3’e ait oldugu saptanmustir.
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NLRP3 protein ekspresyonlari western blot ve immiinositokimyasal yontemle
degerlendirildiginde sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
bulunmustur (p<0.05). Western blot yontemiyle NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri
ile plazma NLRP3 (p<0.001), IL-1B (p<0.001) ve IL-18 (p<0.05) diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Plazma NLRP3 diizeyleri ile
IL-1B, IL-18 ve ROT arasinda korelasyon analizi yapildiginda da istatistiksel olarak
anlamli korelasyonlar bulunmustur (IL-1p i¢in p<0.001, IL-18 i¢in p<0.01, ROT igin
p<0.001). Incelenen parametreler arasinda bulunan bu anlamli korelasyonlar;
hastaligin patogenezinde ve progresyonunda NLRP3 inflamazom yolagi bilesenlerinin
etkili olabilecegini, bu yolaktaki bilesenlerin diizeylerinin birbirleriyle etkilesimli

olarak degisebilecegini diisinmemizi saglamaktadir.

Calismamizdan elde ettigimiz tiim veriler birlikte degerlendirildiginde; NLRP3
inflamazom yolagmin romatoid artirit hastalifinda aktive oldugu ve bu yolagin
bilesenlerinin hastaligin patogenezine 6nemli katki sagladigi diistiniilmektedir. Aktif
donem hastalarinda bu bilesenlerin diizeylerinin daha yiiksek olmasi; inflamazom
yolaginin hastaligin progresyon silirecine de katkisi oldugunu diisiinmemizi

saglamaktadir.

Uzun yillardir bilinen, yaygin olarak go6zlenen, etiyopatogenezinin hala
belirsizligini korudugu bu hastalikta NLRP3’iin yeni bir biyogosterge olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica NLRP3 inflamazom yolaginin inhibisyonunu saglayabilecek
yeni molekiillerin tasarlanmasi ve sentezlenmesinin, kesin tedavisi bulunamamis bu
hastaligin tedavisine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir. Calismamiz lilkemizde
romatoid artirit hastalarinda NLRP3 inflamazom yolaginin incelendigi yayinlanmus ilk
arastirmadir. Literatiirler incelendiginde bu hastalikta NLRP3 inflamazomunun
etkisinin arastirildig1 az sayida ¢alisma bulunmakla birlikte; birbirini desteklemeyen
sonuglar bildirildiginden mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in ileri calismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Naif ve Aktif (Alevli) Donemdeki Romatoid Artrit Hastalarinda

Oksidatif Stres ve Inflamasyon Parametrelerinin Incelenmesi

Romatoid artrit eklemlerde agri, siskinlik ve geri doniisiimii olmayan hasarlarla
karakterize kronik inflamasyona neden olan sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Uzun
yillardir bilinen, yaygin olarak go6zlenen bir hastalik olmasina ragmen
etiyopatogenezinin belirsizligini korumasi bu patolojide yeni biyogdstergelere
gereksinim oldugu gergegini ortaya cikartmaktadir. NLRP3 inflamazom yolaginin
romatoid artiritte 6nemli rolii oldugunu ifade eden ¢esitli ¢alismalar bulunmakla
birlikte; c¢alisma sonuglarmin farklilik gostermesi, hastaliin mekanizmasinin
aydinlatilabilmesi i¢in ileri caligmalara ihtiyag duyuldugunu gostermektedir.
Ulkemizde NLRP3 inflamazom yolagimin romatoid artrite etkisi ile ilgili yaymlanmus
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tezimizin amaci romatoid artrit hastaliginda
NLRP3 inflamazom yolagimin etkisinin ve oksidatif stresin bu yolaga katkisinin olup
olmadiginin arastirilmasidir. Calismamizda romatoid artrit hastalar1 ve kontrol
grubunun periferal mononiikleer hiicrelerinde western blot ve immiinositokimya
yontemleriyle NLRP3 protein ekspresyon diizeyleri ile plazmalarinda NLRP3, 1L-1f,
IL-18 ve ROT diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Hasta grubunda NLRP3 protein ekspresyon
diizeyleri ile plazma NLRP3, IL-1B, IL-18 ve ROT diizeylerinin kontrol grubuna goére
anlamli  diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.001). En yiiksek
immiinositokimysal NLRP3 protein ekspresyonu, plazma NLRP3, IL-1f, IL-18 ve
ROT diizeylerinin aktif déonem hastalarina ait oldugu goriilmiistiir. Western blot,
immiinositokimya ve ELISA yontemleriyle elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur. Calismamizdan elde ettigimiz tiim veriler
birlikte degerlendirildiginde NLRP3 inflamazom yolaginin romatoid artritin
patogenezi ve progresyonuna katki sagladig: diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: immiinositokimya, inflamazom, romatoid artrit, NLRP3, western

blot
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SUMMARY

Investigation of Oxidative Stress and Inflammation Parameters in Patients with

Naive and Active Rheumatoid Arthritis

Rheumatoid arthritis is a systemic autoimmune disease that causes chronic
inflammation characterized by pain, swelling and irreversible damage in the joints.
Although it has been known for many years, it is widely observed that its
etiopathogenesis remains unclear, revealing the need for new biomarkers in this
pathology. There are several studies indicate that NLRP3 inflammasome pathway have
an important role in rheumatoid arthritis. However; due to the different results of these
studies, further studies are needed to elucidate the mechanism of the disease.In
addition, there is no published study to ascertain the impact of the NLRP3
inflammasome pathway on rheumatoid arthritis in our country. The aim of our study
is to investigate the effect of NLRP3 inflammasome pathway in rheumatoid arthritis
and whether oxidative stress contributes to this pathway. In our study, NLRP3 protein
expressions were determined by western blot and immunocytochemistry methods in
peripheral mononuclear cells of rheumatoid arthritis patients and control group, and
also NLRP3, IL-1p, IL-18 and ROT levels were measured in plasma. NLRP3 protein
expression and plasma NLRP3, IL-1p, IL-18 and ROT levels in the patient group were
found to be significantly higher than the control group (p<0.001). The highest
immunocytochemical NLRP3 protein expression, plasma NLRP3, IL-1p, IL-18 and
ROT levels were determined in active period patients. Moreover, statistically
significant  correlations were found between the results of western blot,
immunocytochemistry and ELISA methods. All the data obtained from our study were
evaluated and the results indicate that NLRP3 inflammasome pathway is thought to
play an important role in the pathogenesis and progression of rheumatoid arthritis.

Keywords: immunocytochemistry, inflammasome, rheumatoid arthritis, NLRP3,
western blot
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