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OZET
DENEYSEL ARTRITTE INTRAARTIKULER UYGULANAN MEZENKIMAL
KOK HUCRE UYGULAMASININ DEGERLENDIRILMESI VE DIGER
TEDAVILERLE KARSILASTIRILMASI

Kronik artrit, inflamatuvar eklem tutulumu ile karakterize yasam
kalitesini olumsuz yonde etkileyen tedavi edilmedigi takdirde kalici hasara
neden olabilen klinik bir tablodur. Kronik inflamatuvar hastaliklarda
mezenkimal kok hucreler (MKH), immunmodulatér, antiinflamatuvar ve
rejeneratif kapasitelerinden dolayi direncli vakalarda alternatif bir tedavi
secenegi olarak denenmektedir.

Amag: Bu calismada adjuvan ile olusturulmus artritli ratlarda
intraartikGler (IA) uygulanan MKH'lerin sinoviyal inflamasyon Uzerindeki
etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesi ve tedavi etkinliginin iA uygulanan
triamsinolon ve etanersept ile karsilastirilmasi amaglanmigtir.

Gereg-Yontem: Calismada toplam 48 adet Sprague-Dawley tiru
erkek rat kullanilmigtir. Artrit modeli Complete Freund Adjuvant’in (CFA)
ratlarin sag diz eklem bosluguna IA uygulanmasi ile olusturulmustur. Artritin
kroniklestigi 3.haftada iA tedaviler uygulanmistir. Artritin siddetini belirlemede
yari-kantitatif bir derecelendirme sistemi kullaniimigtir.

Bulgular: Artrit olusturulup IA salin verilen plasebo tedavi grubu ile iA
MKH verildikten 3 hafta sonra sakrifiye edilen grup arasinda istatistiksel
anlamli farklihk bulunmamistir. Plasebo tedavi grubu ile IA MKH verilip 6
hafta sonra, IA Triamsinolon verilip 1 hafta sonra sakrifiye edilen ve IA
etanersept verilip 2 hafta sonra sakrifiye edilen gruplar karsilastirildiginda
istatistiksel anlaml farklilik gorulmustur.

Sonug: Bu calismada iA uygulanan steroid en etkili tedavi olarak
bulunmustur. Kronik inflamatuvar artritte MKH uygulamasinin etkin oldugu
gozlemlenmistir. MKH kaynagdi, uygulama sikligi, uygulama sekli ve miktari

konusunda daha ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Artrit, intraartikiiler Tedavi, Mezenkimal

Kok Hucre, Triamsinolon, Etanersept



SUMMARY
EFFECTIVENESS OF MESENCHYMAL STEM CELL THERAPY IN
EXPERIMENTAL INFLAMMATORY ARTHRITIS AND COMPARISON WITH
THE OTHER INTRA-ARTICULAR TREATMENTS

Chronic arthritis is a clinical entity which is characterized with
inflammatory joint involvement, affects life quality and may cause sequels
without treatment. Mesenchymal stem cell (MSC) treatment is recently
considered as an alternative treatment for chronic inflammatory diseases
which are refractory to treatment due to their immunomodulator, anti-
inflammatory and regenerative capacities.

Aim: In this study, we aimed to evaluate the histopathologic effects of
MSC’s on synovial inflammation in rats that have experimental arthritis
induced by adjuvants and compare the effectiveness of the treatment with
intra-articular (IA) triamsolon and IA etanercept treatment.

Methods: In this study, 48 Sprague-Dawley male rats were used.
Experimental arthritis model was formed by IA administration of Complete
Freund Adjuvant (CFA) to the rats’ right knee joint spacing. IA treatments
were administered at 3rd week when the arthritis became chronic. A semi-
quantitive staging system was used for detection of the arthritis severity.

Results: There were no statistically significant differences between
the placebo group (IA saline group) and treatment group (sacrificed three
weeks after IA MSC treatment). Placebo group was compared with the
treatment group which sacrificed 6 weeks after IA MSC, a week after IA
triamsolon and 2 weeks after |A etanercept treatment and statistically
significant differences were detected.

Conclusion: In this study, |IA steroid treatment found as the most
efficient treatment. It was observed that MSC administration was efficient
chronic inflammatory arthritis. Further investigations are needed for MSC

sources, treatment intervals, administration methods and dosages

Keywords: Experimental Arthritis, Intra-articular Treatment,

Mesenchimal Stem Cell, Triamsinolon, Etanercept
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AAA: Ailesel Akdeniz Atesi

ANA: AntinUkleer Antikor

ARA: Akut Romatizmal Ates

C-ANCA: C-Antinétrofilik Sitoplazmik Antikor
CCP: Siklik Sitriline Peptid

CRP: C-Reaktif Protein

DMARD: Hastali§i Modifiye Edici ilaglar
ESH: Eritrosit Sedimentasyon Hizi
HBV: Hepatit B Virls

HIV: insan Bagisiklik Yetmezlik VirlisU
HLA: insan Lékosit Antijeni

IFN: interferon

Ig: immiinglobulin

IL: interlokin

IA: Intra-artikiiler

JIA: Juvenil idiyopatik Artrit

MAS: Makrofaj Aktive Edici Sendrom
MKH: Mezenkimal Kok Hucre

MMP: Matriks Metallo-Proteinaz

NSAIi: Nonsteroid Antiinflamatuvar ilaclar
RA: Romatoid Artrit

RF: Romatoid Faktor

SLE: Sistemik Lupus Eritematozis

TGF: Transforme Edici Buyume Faktori
TIMP: Doku Metallo-Proteinaz inhibitdrii
TNF: Tumor Nekrozis Faktor
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BOLUM 1
GIRIS VE AMAG

Artrit, eklem dokusunda inflamasyon ve buna bagli gelisen
degisiklikleri tanimlayan bir terimdir. Kliniginde; eklemde agri, hareket
kisithligi, kizariklik, sislik ve sicaklik artisi bulgulari vardir.

Romatizmal, hematolojik, enfeksiy6z veya ortopedik hastaliklara artrit
eslik etmektedir. Fizik muayenede artrit bulgularina ek olarak dokuntd,
lenfadenopati, organomegali, ates, kalpte Ufurim gibi hastalia spesifik
bulgular saptanabilir. Hastanin yasi, gecirilmis enfeksiyonlar, travma, tutulan
eklem sayisi, artritin suresi ve aile Oykusu ayirici tani igin onem
kazanmaktadir.

Cocukluk c¢agi kronik artritleri ¢cogunlukla otoinflamatuvar zeminden
basladidi icin hastalarda artrite ek olarak sistemik bulgular da klinikte sik
gOriulmektedir.

Hastalarin tanisinda 6zgul bir laboratuvar bulgusu yoktur. Bir ¢ok
hastada ortak laboratuvar bulgulari olarak I6kositoz, eritrosit sedimentasyon
hizi (ESH) ve C reaktif protein (CRP) yuksekligi saptanmaktadir.

Tedavide antiinflamatuvar ilaglar kullaniimaktadir. Direncli vakalarda
morbidite ve mortaliteyi azaltmak i¢in hucresel tedavi yontemleri

denenmektedir.

Bu ¢alismada mortalite-morbiditenin azaltiimasi, tedavi maliyetinin en
aza indirilmesi ve mevcut tedavilerin yol actigi komplikasyonlardan korunmak
amaciyla, deneysel artrit modeli olusturulmus ratlarda intraartikiiler (1A) yolla
verilen mezenkimal kok htcrelerin (MKH) sinoviyal inflamasyon Gzerindeki
etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesi ve diger iA uygulanan tedavilerle

karsilastiriimasi yapilmistir.



BOLUM 2
GENEL BILGILER

2.1. Kronik inflamatuvar Artrit

OtoimmUn hastaliklar, sik gorilen ve toplumun % 5-10’unu etkileyen
klinik durumlardir. Juvenil idiyopatik artrit (JiA), sistemik lupus eritematozis ve
juvenil dermatomyozit, ¢ocukluk c¢aginda goérulen otoimmun hastaliklara
orneklerdir. Bu hastaliklar, farkli fenotipte goérilmelerine ragmen, benzer
bulgular farkli genetik zeminlerden geligsebilmektedir. Bireylerde ve ailelerde
gorilen otoimmiin bozukluklar farkli klinik tablolara neden olabilir. Ornegin,
JIAll gocuklarda otoimmiin tiroidit ve tip 1 diyabetes mellitus gérilme sikhigi
artmis olarak bulunmustur (1).

Amerikan Romatizma Birligi, artriti su sekilde tanimlamigtir: En az bir
eklemde sislik bulunmasi veya sislik olmadiginda agri, sicaklik artisi,
kizariklik ve fonksiyon kaybi bulgularinin en az ikisinin birlikte bulunmasidir.
Hayatin herhangi bir ddneminde cocuklarin %7-8'inde eklem agrisi sikayeti
olurken bunlarin ancak %1'inde kronik artrit geligir. Cocuklarda artritle ortaya

cikabilecek olan hastaliklar Tablo 2.1’de verilmistir (2,3)
Tablo 2.1. Cocuklarda Artritle Ortaya Cikabilecek Olan Hastaliklar

A. inflamatuvar hastaliklar B. Enfeksiy6z hastaliklar C. Mekanik-ortopedik
durumlar
Akut romatizmal ates Septik artrit Travma
Juvenil idyopatik artrit Osteomiyelit Aseptik nekrozlar
Spondilartropatiler Sellit iskelet displazileri
Vaskiilitler Diskit
Sistemik lupus eritematosus Subakut bakteryel endokardit
Bag dokusu hastaliklari Enterik enfeksiyonlar
Ailesel Akdeniz atesi Bruselloz
Tuberkiloz

Viral enfeksiyonlar

D. Hematolojik/Onkolojik E. Digerleri
Lésemi Reaktif postenfeksiyoz artrit
Lenfoma Urtikeryal artrit

Kemik timorleri
Yumusak doku timorleri
Hemofililer

Orak hucreli anemi



2.2. Epidemiyoloji

Yapilan galismalarda kronik artritin gorilme sikhgi (insidans)
1,6-23/100.000 arasinda oldugu ve yayginlik oraninin (prevalans) ise
3,8-400/100.000 arasinda oldugu gorilmistir (4). Ulkemizde vyapilan
epidemiyolojik ¢calismalarda ise ¢ocukluk ¢aginda en sik kronik inflamatuvar
artrit nedeni olan JIAnin gérilme sikligi 64/100.000 olarak belirtilmistir (5).
Hastalik suresi, tutulan eklem sayisi ve uygulanan tedavi, hastaligin seyrini
belirlemede 6nemli faktorlerdir. Hastaligin baslangicinin 7 yasindan 6nce
olmasi, kiz cinsiyet, hastaligin aktif bulgularinin 5 yildan fazla surmesi,
romatoid faktor (RF) pozitifligi, ilerlemis radyolojik degdisiklikler, immunglobulin
(lg) seviyesi yuksekligi, aktif hastalik bulgusu olmaksizin akut faz
reaktanlarinin yuksekligi, klinik seyrin kotu olacagini gosteren isaretler olarak
kabul edilmektedir (2,6). Kronik inflamatuvar artritli hastalarda sinovit ve
ilerleyici eklem hasari nedeniyle fonksiyon kaybi ve agri hayat kalitesini
etkilemektedir. Guncel tedavi yontemleri ile kronik inflamatuvar artrit ne
Onlenebilir ne de tam olarak ortadan kaldirilabilmektedir. Hastalarin gogunda
Ozurltlik nedeniyle ruhsal durum bozukluklari bir arada gorulmektedir (7,8).
Kronik artrite bagli 6lum orani Avrupa’da %1’den az, Kuzey Amerika’'da ise
%0,3’'ten az olarak saptanmistir. Avrupa’da kronik artrite bagh en sik 6lum
nedeni amiloidoz iken; Amerika’da sistemik hastallk ve enfeksiyondur.
Hastaligin morbidite, yagsam kalitesi ve ekonomik yuku degismekle beraber,
tedavi masrafi yillik ortalama Amerika’da $ 7905, Almanyada € 3500,
ingiltere’de ise £ 1649 olarak hesaplanmistir. Ulkemizde ortalama maliyet

calismasi yoktur (2).



2.3. Etiyoloji ve Patogenez

Kronik inflamatuvar artritin etiyopatogenezinde c¢evresel ve
immunolojik etkenler Uzerinde durulmaktadir. Cevresel etkenlerden
etiyolojide etkisi oldugu dustnllen nedenler; enfeksiyonlar, stres ve
travmadir. Enfeksiy6z etkenlerden enterik enfeksiyonlar, parvovirus B19,
rubella, kabakulak, Hepatit B Viris'a (HBV), Ebstein Barr Virlis (EBV), insan
bagisiklik yetmezlik virst (HIV) ve mikoplazmanin patogenezde rol aldigi
disinilmektedir. immiinolojik faktdrlerden Sinif 1 ve 2 insan Lékosit Antijen
(HLA) alelleri ile birlikte HLA disi gen bolgeleri artrit gelisimi ile iligkili
bulunmustur. En ¢ok iliskili bulunan doku gruplari, HLA-B27 ve HLA-DR4'tur
(2,9,10). Bununla beraber hem salgisal hem de hucresel bagisikliktaki
degisiklikler ile iligkili otoimmunite hastalik gelisiminde etkilidir. T lenfositler
tarafindan uretilen interlokin (IL)-1, IL-6, ve tumor nekrozis faktor (TNF) alfa
gibi proinflamatuvar sitokinlerin sinovyumdaki inflamasyonu baslattigi ve
devamliligini sagladigi bilinmektedir. Sinovyum hucrelerinin vicut disi olarak
algilanmasi sonucunda himoral immun sistemin de destegi ile sinovyumdaki
inflamasyonun devamlihgi ile birlikte kroniklesme sureci baslamis olur. Tum
bu immunolojik anormallikler sonucunda histopatolojik olarak vill6z hipertrofi
ve hiperplazi ile karakterize sinovit olusumu goralur. Kontrol altina
alinamayan hastalikta eklem kikirdagi ve komsu kemik dokunun hasari ve
pannus olusumu goézlenir (2,9). Kronik inflamatuvar artritli hastalarin
sinyoviyal membraninda hiperplazi, artmis vaskularite ve basta CD4 (+) T
hicre olmak Uzere inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gorilmektedir. CD4 (+) T
hlcreler, hicresel immunitenin olusmasinda anahtar rol almaktadir. Genetik
calismalar sonucunda kronik inflamatuvar artrit patogenezinde Klas 2 doku
uyumluluk antijenleri ile guglu bir iligkisi oldugu gosterilmistir. Klas 2 doku
uyumluluk antijenlerinin temel iglevi, CD4 (+) T hucrelere tanimlanmamis
artrit olusumuna neden olan antijenlerin sunumunu saglamaktir. Bu antijenler
viral proteinler gibi eksojen antijen olabilecedi gibi endojen proteinler de
olabilir. Antijen tarafindan aktive edilmig CD4 (+) T huacreler, IL-1, IL-6, TNF-

alfa ve matriks metalloproteinazlarin (MMP) Uretimi i¢cin monosit, makrofaj ve



sinoviyal fibroblastlari uyarir. Bu sitokinler inflamasyondaki anahtar
sitokinlerdir. CD4 (+) T hacreler, ayni zamanda B hucreleri uyararak Ig
sentezini artirir. Aktive edilmis T hudcreler kronik inflamatuvar artrit
modellerindeki eklem hasarina neden olan patogenezdeki en Onemli
faktorlerden biridir. Aktive olmus makrofaj, lenfosit, fibroblastlar ve bunlarin
urettikleri sitokinler, anjiyogenezi uyarir ve bu durum sinovyumda artmis
vaskulariteyi aciklar. Sinovyumdaki endotel hticreleri, adezyon molekdllerini
aktive ederler; bu sayede inflamatuvar hucrelerin inflamasyon bdlgesinde
artisini destekler (11-13). Monosit, makrofaj, fibroblast ve T hucreler, ¢ok
fazla sayida sitokin salimini saglar. Bu sitokinlerden biri olan TNF-alfa, kronik
inflamatuvar artrit patogenezinde karmasik role sahip proinflamatuvar bir
sitokindir. Yapilan ¢alismalarda TNF-alfa duzeyi, gocuklarda ve erigkinlerdeki
kronik inflamatuvar artritterde hem serum hem de sinovyal sivida artmis
olarak saptanmistir (14,15). IL-1 ve TNF-alfa, sinovyal fibroblast, osteoklast
ve kondrositler gibi mezenkimal hulcrelerin uyariimasi ile doku yikimini
saglayan MMP salimini artirir. Bu sayede hucre digi matriks pargalanmasi ve
yeniden yapilanma saglanir. MMP-3 ve kollajenazlarin, inflamatuvar artrit
patogenezinde rol oynadigi ve bu hastalarda serum ile sinovyal sivida
yuksek duzeyde bulundugu bildirilmistir (16,17). Eklemde saptanan kizariklk,
agri, 1s1 artisi ve sislik inflamasyonun varliginin gostergesidir. Genetik,
cevresel faktorler, bazi enfeksiyonlar ve hormonal nedenlerin etkisi ile eklem
sinoviyumunda makrofajlardan TNF-alfa salimi artar. TNF-alfa; endotelyal
hicrelerde adezyon molekullerinin (E-selektin, VCAM, ICAM-1) salimi ile
hicre goécunl; vaskuler endotelyal blylime faktérd ile anjiyogenezi;
inflamatuvar hacrelerde ise proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-8,
Granulosit Makrofaj Koloni Stimile Edici Faktdr) salimini ve ndtrofil
degranudlasyonunu ile sinovyal fibroblastlarda, nétral MMP’ler, prostoglandin
E2, nitrik oksit, superoksitlerin yapimini artirarak ve doku metalloproteaz
inhibitoru (TIMP) yapimini azaltarak eklemde inflamasyon olusumu ile eklem
dokusunda yikimina neden olur (18). Makrofajlarin Urettigi proinflamatuvar
sitokinler (IL-1 ve TNF-alfa) inflamasyonda 6nemli rol almaktadir. Bu sebeple

makrofajlarin Urettigi sitokinlerin inhibitdrleri giiniimiizde JiA tedavisinde



kullaniimaktadir (19). TNF-alfa ve IL-1 benzer biyolojik etkiye sahip olmasina
ragmen, TNF-alfa sistemik ve lokal inflamasyona sebep olurken; IL-1 kikirdak
ve kemik hasarinda rol almaktadir. Ayrica TNF-alfanin bloke edilmesi hastalik
sirasinda uretilen IL-1, IL-6, IL-8 ve Granulosit Makrofaj Koloni Stimule Edici
Faktor gibi diger proinflamatuvar sitokinlerin de Uretimini belirgin olarak
dusUrmektedir. Bu yuzden inflamasyona karsi anti-TNF tedavi diger

sitokinlere karsi olan tedavilerden daha kapsamli etki gostermektedir (20)

2.4. Tani

Batln hastaliklarda oldugu gibi bu hastalarda da detayli 6éyku ve fizik
muayene bulgulari, uygun laboratuvar testler ile desteklenerek tani konur.
Etkilenen eklem sayisi, agrinin yerlegimi, agrinin olusum zamani, suresi,
niteligi, gunluk hayati etkileme durumu, travma varligi mutlaka
sorgulanmalidir. Gezici eklem agrilarinda oOncelikle akut romatizmal ates
(ARA) akla gelirken, sabahlari ortaya cikan agrilar inflamatuvar, geceleri
ortaya c¢ikan agrilar ise mekanik veya ortopedik nedenler 6n plandadir.
Egzersizle azalan agrilar inflamatuvar, egzersiz sonrasi ortaya ¢ikan agrilar
ise mekanik veya ortopedik nedenleri duagtndurir (21). Yasanilan cografya,
beslenme aligkanliklari ve asilama durumu Oykude detaylandiriimalidir.
Ornegin, Ulkemizde sik gérilen ailesel Akdeniz atesi (AAA) gibi romatizmal
bir hastalikta artrit ana bulgular arasindadir (22). Ates ile birlikte eklem
agrisinin varhgi oncelikle enfeksiy6z, daha sonra inflamatuvar nedenleri
dustndurir. Ulkemizde sik gorilen enfeksiydz nedenlerden biri olan
Brusellozda da ates ile birlikte en sik gorulen klinik bulgu artrittir (23). Eklem
agrisina ek olarak kilo kaybi, kas gugsuzlugu, yurume bozuklugu, ates gibi
bulgular var olan sistemik bir hastaligin gostergesidir. Ates ve kilo kaybinin
birlikte seyrettigi klinik tablo I6semi, lenfoma ve diger maligniteleri akla
getirmelidir (24). Tum bunlarin yaninda artritli gocugun fonksiyonel yeterliligi
de g6z énldne alinmalidir.



2.5. Klinik Bulgular

Artrit ile bagvuran cocukta yapilacak sistemik muayene, tani igin
onemli veriler saglar. Eklemde hareketle artmis hassasiyet ya da agri, artmis
sicaklik veya eritem bulgularindan iki veya daha fazlasinin bulunmasi veya
eklem ici efuzyon, artrit olarak tanimlanir (9). Artrit digsinda hastalik belirtileri
olarak; halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi ve buyume gelisme geriligi gibi
nonspesifik kronik hastalik bulgular da gorulebilir (25). Hastalarda atesin
varhidi, sekli, seyri ve antipiretiklere cevabi ¢cok 6nemlidir. Cilt bulgularindan
dokuntu ve cilt altt nodullerin varligi mutlaka arastiriimaldir. Eritema
marginatum, ARA'nin énemli bir bulgusu iken; eritema nodozum, enfeksiydz
hastaliklar, Behget hastaligi ve sarkoidozu dusundurur. Palpabl purpura gibi
vaskulitik lezyonlar da artritle goralebilir (21). Kardiyolojik muayenede
duyulan Uftrim, kapak tutulumu ile seyreden hastalik olan ARA'nin bulgusu
olabilir. Bununla beraber sistemik lupus eritematozis'te (SLE) ve diger
romatizmal hastaliklarda da kapak tutulumu gorulebilmektedir (26).
Organomegali bir ¢cok enfeksiydz, inflamatuvar ve malign hastalikta fizik
muayene bulgusu olarak saptanabilir (27). Eklem bulgular ile bagvuran
cocuklarda agiz ici yaralarin varli§i; Behget hastaligi, Stevens-Johnson
sendromu, Kawasaki sendromu ve kizil benzeri streptokoksik
enfeksiyonlarda gorilebilir (28,29). Pes planus, skolyoz ve aseptik nekrozlar
gibi bir ¢cok ortopedik bozukluk, baglangicta eklem agrilari ile ortaya ¢ikabilir.
Kronik artriti olan bir hastaya mutlaka g6z muayenesi yapiimahdir. Kronik
inflamatuvar hastaliklarin sekel birakan, koérlige neden olabilen Gveit

saptanmasi prognozun belirlenmesinde 6nem arz etmektedir (30).



2.6. Laboratuvar

Kronik artritlerde spesifik tanisal testler yoktur. Tani genellikle
tanimlanmis Klinik kriterler ile konur. Bazi laboratuvar testleri, 6rnegin
Makrofaj aktive edici sendromda (MAS) ferritin ylUksekligi, SLE’de antinikleer
antikor (ANA) pozitifligi, Wegener Granulomatozis’te C-Antindtrofil
sitoplazmik antikor (C-ANCA) pozitifligi tani kriterleri icinde yer almaktadir (2).
Akut faz yanitlan inflamasyona bagli olarak yuksektir ve tedavi etkinligini
belirlemede belirte¢ olarak kullanilir (31). Tam kan sayiminda I6kositoz,
trombositoz veya trombositopeni ve anemi gorulebilir. Trombositoz oncelikle
inflamatuvar hastaliklari, trombositopeni ise maligniteleri akla getiren bir
baslangi¢ bulgusu olabilir. Kronik hastalik anemisi ile uyumlu olarak
hemoglobin degeri 7-10 g/dl arasinda dusuk olarak tespit edilebilir. Rutin
biyokimyasal incelemelerde karaciger enzimlerinde ve ferritinde yukselme
gibi 6zgul olmayan laboratuvar bulgulari tespit edilebilir. RF normal veya
yiksek olabilir (9,21). RF pozitifligi, poliartikiiler tip JiAda %40-50 hastada
gérilmektedir. JiAnin alt tiplerinden oligoartikiler ve poliartikiler tipte
%40-85 oraninda ANA pozitifliji saptanabilir. Bu, sistemik JiA'da nadirdir.
ANA pozitifligi JIAlI cocuklarda artmis Uveit riski ile birliktedir. Siklik sitriiline
peptid (CCP) antikorlari JiA'da agressif hastalik géstergesidir. Ferritin
genelde yuksektir. MAS gelismis hastalarda ferritin 10.000 ng/ml’nin Gzerinde
olabilir. Artritin erken goruntileme bulgulari, artritli eklem ¢evresinde
periosteal kemik olusumu, yumusak dokuda sislik ve eklem cevresinde
osteoporozdur. Hastaligin ilerleyen aktif dénemlerinde kemik harabiyeti,
kikirdakta yikim ve fuzyon gelisebilir. RF pozitifligi erozyonla ve radyografik

ilerleme ile baglantili bulunmustur (32-34).



2.7. Genel Tedavi Yaklagimi

Hastalik icin yeni tedavi yontemleri halen arastiriimaktadir. Tedavinin
amaci; inflamasyonu kontrol altina almak, kronik inflamasyonun gunlik
yasami etkileyecek olumsuz etkilerini azaltmak, eklem harabiyetini dnlemek,
eklem fonksiyonunun duzenlenmesi igin gerekli fiziksel aktivitelerin
planlanmasi, uygulanmasi ve gerektiginde cerrahi islemlerin yapilmasini
saglamaktir. Birden ¢ok uzmanlik alani igceren tedavi ydntemleri
bulunmaktadir. Romatoloji, fiziksel tip ve rehabilitasyon, ortopedik cerrahi,
ruh sagligi bilim dallar ile birlikte hasta ve ebeveynler de tedaviye aktif olarak

katilmahdir.

2.7.1. Farmakolojik Tedavi

Farmakolojik tedavinin temelini antiinflamatuvar ilaglar
olusturmaktadir. JiA tedavisinde &zellikle oligoartrit alt tipinde baslangicta
asetil salisilik asit veya steroid olmayan antiinflamatuvar ilaclar (Nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar: NSAIi) kullaniimaktadir. Cocukluk caginda en sik
kullanilan NSAIii'ler naproksen sodyum, ibuprofen, meloksikam ve
indometazindir. Bu ilaglar disuk dozlarda analjezik; yUksek dozlarda ise
antiinflamatuvar etki gosterirler. NSAIi'lerin agriy1 gidermesi tedavinin ilk
birka¢ guinu olurken antiinflamatuvar etkinlikleri 3 aya kadar surebilir. Yan etki
profili genis olmasa da NSAIl'larin en sik gérilen yan etkileri gastrointestinal
sistemle ilgili yan etkileridir (2,35). NSAil'lerin tedavide tek baslarina etkili
olamadiklari durumda diger farmakolojik ajanlara ihtiya¢c duyulur. Bu
durumlarda tedaviye kortikosteroidler, metotreksat, sulfasalazin, siklosporin
ve daha yeni tedavi modalitelerinden biyolojik ajanlar eklenebilir. Oligoartrit
alt tiplerinde diger alt tiplere gore eklem tutulumu daha az olmasi nedeniyle
NSAIl'ler ile kontrol altina alinamayan artritlerde IA kortikosteroid tedavisi ile
de basari saglanabilmektedir. intraartikiiler uygulanan kortikosteroidler hizli,
etkili ve uzun sireli tedavi saglar. intraartikiiler steroid verilerek yapilan bir

calisma sonuglarina gére hastalarin % 70’inin ilk 1 yil igerisinde artritinin



tekrarlamadigi gézlemlenmistir (36,37). Intraartikiiler yolla triamsinolon
uygulanan hastalarda eklemin bir yillik izleminde sinovitin belirgin dizelmesi
ve eklemde hasar bulgusunun gorulmemesi nedeniyle ginimuzde en sik
uygulanan Kortikosteroiddir (38). intraartikiiler steroid tedavisinin kiigiik
cocuklara uygulama zorlugu, sistemik uygulanan kortikosteroidlerin ve
Metotreksat, sulfosalazin, siklosporin gibi hastaligi modifiye edici ilaglarin
(DMARD) yan etkileri nedeniyle, bu ilaclara gére daha az yan etkiye sahip
biyolojik ajanlar siklikla bir sonraki basamakta tercih edilmektedir. Bu biyolojik
ajanlar TNF-alfa, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin etkinligini azaltarak, T ve B
hucrelerin etkinligine yonelik mekanizmalari Uzerinden tedavide
kullaniimaktadir (39). TNF-alfa inhibitéri olan etanersept, rekombinant
teknoloji ile olusturulmus insan solubl TNFp75 reseptor ile IgG1 Fc kisminin
fizyon proteinidir. Bu ilag TNF-alfa ve lenfotoksin alfaya baglanarak
aktivitelerini azaltarak etki gosterir (40). Sistemik uygulanan kortikosteroidlere
ve DMARD’lara gore tedavide daha etkin ve guvenilir oldugu kanitlanmis bir
biyolojik ajandir (39). JIA tanili 4-17 yas ¢ocuklarda haftada bir 0.8 mg/kg
dozda subkutan enjeksiyonu Klinikte onaylanmistir (41). En sik gorulen yan
etkileri enjeksiyon yeri reaksiyonlaridir. Sistemik yan etkileri olarak ciddi
enfeksiyonlarda artig, uzun sureli kullanimda genotoksisite yoluyla lenfoma
ve solid kanserlerde artis, norolojik inflamatuvar hastaliklarda artis, lupus
benzeri sendrom olarak bildirilmistir (42-45). Etanerseptin IA uygulanmasi ile
ilgili az sayida randomize kontrolli ¢alisma mevcuttur. Patogenezde ana rol
oynayan sitokin TNF-alfanin IA tedaviyle azaldigini gésteren calismalarin
yetersiz olmasi sebebiyle bu konunu daha derin arastiriip 1950’lerden bu
yana kullanilan ve yan etkisi daha fazla olan geleneksel IA kortikosteroid
tedavisine alternatif tedavi secgeneklerinin gelistiriimesi gerekmektedir (46).
JIA tedavisinde kullanilan tim biyolojik ajanlar mekanizma ve kullanilan

dozlari ile birlikte Tablo 2.2’de ayrintili olarak verilmigstir (47).
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Tablo 2.2. Juvenil idiyopatik Artrit Tedavisinde Kullanilan Biyolojik Ajanlar

ilac Mekanizma Doz
Et t TNF baskilanmasi, flizyon protein TNF 0,8 mg/kg/hafta ya da haftada iki kez
anersep Reseptor baskilanmasi 0,4 mg/kg (en Ust doz 50 mg/hafta)
e TNF baskilanmasi, anti-TNF monoklonal 5-10 mg/kg/ay (en Ust doz 200 mg/
Infliksimab Lo )
kimerik antikor ay)

TNF baskilanmasi, anti TNF monoklonal <20 LGB EY EA EAERE bl 260 L

Adalimumab . 40 mg/2 haftada bir, 24 mg/m2/14
antikor -
glin
Anakinra IL-1-reseptdr karsiti 2-10 mg/kg/giin (en st doz 200 mg/

gtn)

<40 kg: 4-6 mg/kg/ 4-8 hafta, >40

Kanakinumab IL-1 inhibit6r, anti IL-1beta monoklonal antikor kg: 150-300 mg/doz/4-8 hafta

Rilonacept IL-1 baskilanmasi; ¢dzlnebilir flizyon proteini  2,2-4,4 mg/kg/hafta

<30 kg, 12 mg/kg/2-4 hafta =30 kg, 8

Tosilizumab  IL-6 reseptér antagonist mg/kg/2-4 hafta (en tist doz 400 mg)

T hucre kostimulatéri; ¢cézinebilir flizyon 10 mg/kg/4 hafta (en Ust doz 500

Abatasept proteini mg)

375 mg/m2/hafta, 4 hafta sire ile,

Ritiksimab CD20 antijen baskilanmasi (en dist doz 500 mg)

2.7.2. Beslenme

JIAlI hastalarda gelisme geriliginden obeziteye kadar giden beslenme
bozukluguna bagh klinik durumlar calismalarda gosterilmistir. Her hastada
beslenme durumu gerekiyorsa beslenme ve diyet uzmani desteginde 6zenle
takip edilmelidir. Kullanilan ilaclardan Ozellikle steroidlere bagli gelisme
geriligi ve kemik mineralizasyon bozukluklari gelisebileceginden bu hastalara

kalsiyum, D vitamini ve folik asit destegi verilmelidir (2).

2.7.3. Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon

Fiziksel tedavi ve rehabilitasyonun amaci, agri ve fonksiyon kaybinin
azaltiimasi, eklem hareketlerinin dizelmesi ile birlikte bunun devamlihginin
saglanmasi ve sakatligin azaltiimasini saglamaktir. Farmakolojik tedavi ile es
zamanl fizik tedavi programinin uygulanmasi Ozellikle ¢ocukluk c¢aginda

kritik Gneme sahiptir (2).
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2.7.4. Ortopedik Cerrahi

Klguk ¢ocuklarda hastaligin tedavisinde sinirli bir role sahiptir. Fakat,
hastaligin ilerleyen dénemlerinde farmakolojik ve fizik tedaviye yanitsiz
olgularda eklem kontrakturleri, dislokasyon veya eklem replasmani tedavinin
onemli bir bileseni haline gelebilmektedir. Ortopedik cerrahide sinovyektomi,

yumusak doku cerrahisi ve rekonstriktif cerrahi yontemleri uygulanmaktadir

(2).

2.8. Klinik Seyir ve Prognoz

Cocukluk ¢aginda kronik inflamatuvar artritli hastalarin eklem ve eklem
disi tutulumlari nedeniyle hayat kalitesi, buyume-gelismesi, ruh saghgi
olumsuz etkilenmektedir. Kronik artritli g¢ocuklarda salinan sitokinlerin
etkisiyle kemik ve eklem gelisimi olumsuz etkilenmekte ve hastalarin geligimi
yas gruplarina goére geriden seyretmektedir. Epifiz plaklarinin erken
kapanmasi nedeniyle hastalar genellikle kisa boyludurlar. Tutulan eklem
bolgelerine gore degismekle beraber kas-iskelet sistemindeki morfolojik
anormalliklerine bagli olarak mikrognati, orantisiz ekstremite kisaliklari ve
osteoporoz gelisebilmektedir. Bu olumsuz tablolar yalnizca artrit patogenezi
sonucunda degil, uygulanan tedavilere (kortikosteroidler gibi) bagl olarak da
gelisebilmektedir (31). Kronik artritli hastalarin énemli eklem digi
komplikasyonlarindan biri olan Uveit, sinsi baslangi¢l ve agrisiz olup, tedavi
edilmez ise korlige neden olabilen klinik bir tablodur (48). Bununla beraber
altta yatan hastaliga bagli olarak bobrek, kalp-damar sistemi, cilt, santral sinir
sistemi ve ser0z zarlarin tutulumu artrit klinigine eslik edebilir. Hastalarda

kronik hastalik anemisi de sik olarak gorulmektedir (9).
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2.9. inflamatuvar Artritte Hayvan Modelleri

Deney hayvanlari ile olusturulan kronik inflamatuvar artrit modelleri,
hastaligin patogenezinin aydinlatiimasi, potansiyel artrit tedavi edici ilaglarin
denenmesi ve farmasoétik endustrinin gelistiriimesi amaciyla kullaniimaktadir.
Tedavide kulanilacak birgok ilacin yan etkisinin ve organizmaya uzun
donemde toksisitesinin bilinmemesi, arastirmacilari deneysel tedavilerin
insanlardan once deney hayvanlarinda kullanimina yodneltmistir. Birgok
romatoid artrit (RA) modelinde saptanan patogenetik slreg, insandaki RA
gelisimine yakin sonuglanmigtir. Bu sebeple hayvan modelleri artrit tedavi faz
calismalarinda halen yaygin olarak kullaniimaktadir.

Hayvan modellerinde primat, si¢an, fare, tavsan ve daha buyuk
hayvanlar (Kopek, domuz, koyun gibi) kullaniimaktadir. En sik kullanilan
modeller fare ve sigan modelleridir. Hayvan modellerinde ¢esitli inflamasyon
olusturan ajanlar deneklere sistemik ya da lokal uygulanarak organizmada
kronik inflamasyon tetiklenir. insandaki RA hastaliginin denekteki bulgularinin
olugmasi saglanarak hastaligin tedavisi igin preklinik deneysel ¢caligmalar ile
deneklerdeki klinik, laboratuvar ve goruntileme bulgular degerlendirilir.
Gunumuzde kronik inflamasyonun olusumunu tetikleyen bir ¢ok ajan
bulunmaktadir. Bu ajanlarla sigcanlarda olusturulan deneysel artrit
yontemlerinden en etkin ve kabul gérmus olanlari adjuvanla olusturulan artrit
ve tip Il kollajen ile olusturulan artrit modelleridir. Farelerde ise daha sik tip Il
kollajen ve antijen (Metillenmis Sigir Serum Albumin) ile olusturulmus artrit
modeli kullaniimaktadir. inflamasyonu tetikleyen ajan hayvanlarin kuyruguna,
pengesine ya da eklem icine uygulanarak inflamasyonun olugsmasi saglanir
(49,50). Adjuvan ile olusturulmus artritte parafin yagi ile guglendirilmis
mikobakteri kapsulindeki bir antijene kargi gelisen immunolojik bir yanit s6z
konusudur. Bu model, hlcresel immun yanitla olugsmasi ve histopatolojik
goruanumlerinin benzerligi nedeniyle RA modeli olarak siklikla
kullaniimaktadir. Sadece hastaligin patogenezini arastirmak igin degil, pek
cok antiinflamatuvar, immunosupresif, immunomodulator ilaglarin 6zelliklerini

arastirmak icin de kullaniimaktadir (51,52).
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2.10. Mezenkimal Kok Hiicreler

2.10.1. Genel Bilgiler

MKH’ler cogalma ve farklilasma kapasiteleri ¢cok fazla olan eriskin tip
kok hucrelerden biridir. Bu hicreler, kemik iligi kordon kani, kordon stromasi,
plasenta, amniyon sivisi, plasenta zari, fetal doku ve yag dokusu gibi
dokulardan kolayca izole edilip uretilebilmektedir. Kolay g¢ogaltilabilmesi,
farkhlasma yeteneginin fazla olmasi ve immunsupresif 6zelliklerinden dolayi,
bu hdcreler ile yapilan klinik arastirmalar ganimuzde hiz kazanmistir. MKH,
kultare edildikleri zaman diger kdk hicrelerden farkh olarak kultlr kaplarina
yapisan hdcreler olmasi ile diger kok hucrelerden ayriimaktadir. Stromal
kokenli olmalar ve destek hucresi Ozellikleri ile birlikte yag, kemik, kikirdak,
tendon, ligament, dental, karaciger, sinir ve kas hucrelerine farklilagsma
yetenekleri bulunmaktadir (53-55). En zengin MKH kaynagi, hucre
sirkllasyonunun ¢ok fazla oldugu kemik iligi olsa da; bu hucreler, karaciger,
yag dokusu, kas dokusu, dig dokusu, kordon kani ve kordon stromasi,
plasenta ve plasenta zari, sinovyal sivi, hatta periferik kandan bile izole
edilebilmektedir (56-59). MKH’ler kendilerine ait antijenik bir 06zellik
tasimazlar. Genel olarak, kas epitel ve endotel hticreleri ile benzer fenotipik
Ozellikleri oldugu gorulmektedir. Uretilmis MKH’lerde CD11, CD14, CD34,
CD45, CD alfa, CD1, Sinif 2 HLA, hematopoietik kdk hicre belirteglerinin
pozitifligi %2’nin altinda olmalidir. Yine MKH igin tipik oldugu bilinen
belirtecler CD29, CD44, CD73, CD90 ve CD105'tir (60,61). MKH’lerin uygun
kosullar altinda bag dokusu basta olmak Uzere c¢esitli hicre tipine
donusebildigi bilinmektedir. Yapilan c¢aligsmalarda in-vitro sartlarda
kondrojenik, miyojenik, adipojenik ve osteojenik donusum kapasiteleri ile
hematopoietik stroma olusturabildikleri godsterilmistir (62). MKH’lerin en
onemli ozelliklerinden birisi immunmodulatér olmasi ve immunojenitesinin
cok dusuk olmasidir. Bu htcreler, HLA-DR ve kostimulatér molekilleri
barindirmazlar. Ayni zamanda regulatuvar T hucrelerini indukler ve aktif B

lenfositleri inhibe ederler (63).
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2.10.2. Klinik Kullanimi

MKH’ler, gesitli dokulara, hucrelere farkhlasarak ya da hucreler arasi
etkilesim saglayacak faktorler sentezleyerek hasarli doku veya organ
rejenerasyonuna katki saglamalari, in-vitro sartlarda kolaylikla
uretilebilmeleri, hasarli dokuya go¢ etme yetenekleri ve immun sistemi
baskilayici o6zellikleri nedeniyle klinisyenlere birgcok alanda kullanilabilme
sansi sunmaktadir.

MKH’ler mezodermal kokenli kondrositler, myoblastlar, osteoblastlar
ve adipositlere, noronlar gibi ektodermal kaynakli ve hepatositler gibi
endodermal kaynakli hucrelere donusebildikleri yapilan ¢alismalarda
gosterilmigtir (64-67). MKH’ler ile doku rejenerasyonu ile ilgili ¢galigmalarin
buyuk cogunlugunun konusu kardiyovaskuler hastaliklar olusturmaktadir.
Miyokard hasari olusturulmus deney hayvanlarinda allojenik veya otolog
MKH uygulamasindan sonra bu hucrelerin hasarli bdlgede toplandigi
g6sterilmistir (68,69). insanlarda yapilmis calismalarda akut myokard
infarktisl gegirmis hastalara MKH verilmesi ile hasarli kalp dokusunun
boyutunun kuguldugu bildirilmistir (70,71). Allojenik veya otolog hematopoetik
kok hicre nakli ile beraber MKH verilmesinin hematopoiezi indukledigi,
myeloid ve trombosit engrafmanini hizlandirdigi gésterilmistir (72). MKH’ler T
hdcreleri, dogal oldurtcu hicreleri (NK hucreleri), B lenfositler ve dentritik
hicreler lUzerinde immunmodulatér etkiye sahip olmalari ve antiinflamatuvar
etkinlikleri nedeniyle klinik durumda denenmistir (73).

MKH’lerin immunsupresif 6zelliklerinden dolayi glinimuzde 6zellikle
allojenik kok hucre nakli sonrasi gelisen akut greft versus host hastaligi
tedavisinde steroid direncli evre llI-IV hastalarda kullanilmakta ve yuz

guldurdcu sonuglar alinmaktadir (74).
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2.10.3. inflamatuvar Artritte Kulllanimi

Normal saglikli insanlarin sinoviyal sivisinda 250 CFU-F / 1 milyon
sinovisit oldugu gdsterilmistir. MKH sayisi ilerlemis RA'lI hastalarin sinoviyal
sivisinda daha fazla saptanmistir. MKH’ler, RA'lI hastalarin sinoviyal sivisinin
viskdz, antiadeziv ortaminda canli kalabilmektedir (75,76). Eklemdeki
MKH’ler interferon (IFN) gama, TNF-alfa, transforme edici biylime faktori
(TGF) beta 1 Gretimini inhibe ederken IL-4, IL-10 seviyelerini artirir ve IL-14
sekresyonlarinda duzenleme yapmaktadir. MKH’ler, tip 2 kollajen gibi matriks
proteinlerini Ureterek rejenerasyonda katki saglamaktadir. Bununla birlikte
hepatosit bliyime faktoria, TGF beta, IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, stem cell
faktor gibi molekudllerin salinimini artirarak mikrogevresini duzenleyerek
hasarlanmis veya inflamasyon olan dokuda rejenerasyona katkida bulunur.
JIAlI hastalarin sinoviyal sivisindaki MKH’lerin imminnomodulator etkiye
sahip oldugu bulunmustur (77-80). Lokal uygulanan kemik iligi veya adipoz
doku kaynakli MKH’ler eklemde sinoviyal inflamasyonu azaltmasi, apopitozisi
engellemesi ve fibrozisi azaltmasi vasitasiyla kikirdak dejenerasyonunun
azaltilmasi, kondrosit proliferasyonunu uyarmasi ve ekstraseluler matriks
uretimi gibi rollerinin oldugu calismalarda gdsterilmistir (81). Geleneksel
tedaviye yanitsiz RA'll hastalarda buglne kadar yapilan MKH tedauvisi ile ilgili
calismalarda MKH’lerin ciddi yan etkisi gdzlemlenmemis olup, klinik,

laboratuvar ve hastalik aktivitesi ile ilgili olumlu sonuclar elde edilmistir (82).

16



BOLUM 3
GEREG VE YONTEM

Bu c¢alisma, Gulhane Askeri Tip Akademisi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu'nun 8 Mayis 2014 glin ve 2014-27 numarali onay karari ile Gllhane
Askeri Tip Akademisi Deney Hayvanlari Laboratuvar’'nda veteriner ve deney
hayvani kullanim sertifikasi olan ¢alismacilar tarafindan gergeklestirilmistir.

Calismada 200-250 gram agirliginda 6 gruba ayrilmis ve toplam 48
adet Sprague-Dawley tiri erkek rat kullaniimistir. Ratlar yiyecek ve suyu
serbestce almalari saglanarak, standart oda sicakliginda (Ortalama 22°C) ve
12 saatlik aydinlik karanlik dongusu bulunan laboratuvar kosullarinda
barindinimigtir. Calismada oturmus bir kronik inflamatuvar artrit modeli olan
adjuvan ile olusturulmus artrit modeli kullaniimistir. Bu model ile iA yolla
kronik inflamasyon olusturacak bir adjuvan olan Complete Freund Adjuvant
(CFA: 10 mg mycobacterium, F5881; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
uygulanarak artrit olugsmasi saglanmistir. CFA, daha 6nce uygulanan oturmus
yontemlerdeki gibi hayvanlarin tek tarafli diz eklem bosluguna 28 numarali
igne ile dik olarak girilerek 0,2 ml enjekte edilmigtir. CFA enjekte edilen
eklemdeki inflamatuvar reaksiyon gunluk takibe alinip sislik, kizariklik,
fonksiyon azalmasi gibi klinik artrit bulgular takip edilmistir. Artrit bulgularinin
gérildtigu gin A tedaviler uygulanmistir. Yapilan 6n calismada ve bu
calismaya benzer yapilmig adjuvan ile olusturulmus artrit calismalarinda artrit
bulgulari 3 haftada klinik ve histopatolojik olarak ortaya cikmistir (83,84).
Hayvanlar, artrit olusana kadar 6zel kafeslerinde (25 cm genislik x 50 cm ¢ap
x 20 cm vyiikseklik) ayri tutulmustur. Tim IA uygulamalar, genel anestezi
altinda yapilmistir. Genel anestezik ilag olarak xylazine 10 mg/kg ve ketamin
50 mg/kg dozda intraperitoneal yolla verilmigtir. Calismadaki 6 grup,
detaylandirilacak olursa; Grup 1, IA salin uygulanan ve uygulamadan 3 hafta
sonra sakrifiye edilen negatif (saglhkli) kontrol grubu; Grup 2, IA adjuvan
uygulanip artrit olusturulan, tedavi verilmeyen ve artrit olustuktan 3 hafta
sonra sakrifiye edilen pozitif kontrol grubu; Grup 3, artrit olusturulduktan

sonra IA salin uygulanan ve tedaviden 5 hafta sonra sakrifiye edilen plasebo
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tedavi grubu; Grup 4A, artrit olusturulduktan sonra IA MKH tedavisi verilen ve
tedavi sonrasi 3. haftada sakrifiye edilen tedavi grubu; Grup 4B, artrit
olusturulduktan sonra IA MKH tedavisi verilen ve tedavi sonrasi 6. haftada
sakrifiye edilen tedavi grubu; Grup 5, artrit olusturulduktan sonra IA
triamsinolon verilen ve tedavi sonrasi 1. haftada sakrifiye edilen tedavi grubu;
Grup 6 ise, artrit olusturulduktan sonra IA etanersept verilen ve tedavi
sonrasi 2. haftada sakrifiye edilen tedavi grubu olarak belirlenmigtir. Verilen
tedaviler ve dozlari sirasiyla; kontrol gruplarina %0,9 NaCl 0,1 ml IA, tedavi
gruplarina ise sirasiyla 108 hiicre MKH (85), 1 mg/kg triamsinolon iA (86),
etanersept 0,1 mg/kg IA verilmigtir (87). Gruplarin ayrintilari Tablo 3.1'de

verilmigtir.
Tablo 3.1. Gruplar
Grup Aciklama Uygulanan Madde ve Doz Sakrifikasyon
Uygulama Yolu sliresi
Grup 1 Negatif kontrol grubu iA Salin 0,2 ml 3 hafta
Grup 2 Pozitif kontrol grubu iA CFA 0,2mlI CFA 3 hafta
Grup 3 Plasebo tedavi grubu IA CFA, Artrit olustuktan 0,2 ml CFA, 5 hafta
sonra iA Salin 0,1 ml Salin

Grup 4A Mezenkimal kok hiicre tedavi grubu 1 A CFA, Artrit olustuktan 0,2 mlI CFA, 6 hafta

sonra iA MKH 108 hiicre

Grup 4B Mezenkimal kok hiicre tedavi grubu 2 |A CFA, Artrit olustuktan 0,2 ml CFA, 9 hafta
sonra IA MKH 108 hiicre

Grup 5 Kortikosteroid tedavi grubu iA CFA, Artrit olustuktan 0,2 ml CFA, 4 hafta
sonra IA triamsinolon 1 mg/kg

Grup 6 Etanersept tedavi grubu IA CFA, Artrit olustuktan 0,2 mI CFA, 5 hafta
sonra IA etanersept 0,1 mg/kg

Sprague Dawley turu fare femurundan kemik iligi 6rnekleri alindiktan
sonra kemik iligi htcreleri Dulbecco’s modified Eagle’s vasatina ekilmistir.
MKH’nin yapigsma 06zelligi olmasindan dolayi yapigsmayan kok hucreler besi
ortami yenilenerek ortamdan uzaklastiriimis ve yaklasik 2 hafta sonra MKH
yogunlugu %80-90 oranina ulastiginda MKH ortamdan tripsin ve EDTA
yardimi ile ayristinimistir. Elde edilen hicrelerin akim sitometride CD105,
CD73, CD90 eksprese ettikleri, hematopoietik belirte¢c olan CD45’i eksprese

etmedikleri gosterilmis ve bu hicrelerin MKH olduklarini kesinlestirilimistir.
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Hazirlanan MKH Granleri viabilite, apirojenite, immun fenotiplendirme, hucre
sayimi testleri yapilmistir.

Ratlar 50 mg/kg dozda intraperitoneal anestezik olan ketamin
uygulanarak sakrifiye edilmigtir. Diz eklemleri kaslardan ayristirilarak %10’luk
tamponlanmis nétral formalin ile fikse edilmistir. Ekleme katilan kemikler,
gerekiyorsa 30 mL %10 formik asit icinde mekanik ajitasyon ile birlikte
dekalsifiye edilmistir. Sinovyum ve yumusak dokular tespit sonrasi timuyle
isleme alinmistir. Daha sonra, doku 6rnekleri doku takip cihazinda rutin
parafin takibe alinip her bir doku o6rnegi parafine gomulmustir. Parafin
bloklardan standart 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinmig olup 1sik
mikroskobik inceleme i¢cin H&E yontemi ile boyanmigtir. TUm vakalar, vaka
gruplari ve yapilan iglemler hakkinda bilgilendiriimemis (blinded), bu konuda
deneyimli bir patoloji uzmani tarafindan degerlendirilmistir. Daha 6nceden
belirtilen sekilde artritin siddetini belirlemede sinoviyal hipertrofi, mononukleer
hicre infiltrasyonu, kikirdak destriksiyonu ve kemik erozyonu dikkate
alinarak 0-3 arasinda degisen degerlerde, yari-kantitatif bir derecelendirme
sistemi kullanilmigtir (0= degisiklik yok, 1=hafif artrit, 2=orta siddette artrit,
3=siddetli artrit) (88).

Verilerin istatistiksel analizi SPSS Statistics 15.0 for Windows paket
programi ile yapildi. Deneklerin histopatolojik bulgulari icin tanimlayici
istatistik yapildi. Tanimlayici istatistiklerde her grup igin denek sayisi, toplam
populasyona oranlari; histopatolojik inflamasyon derecelerinin ortanca, en
dusuk, en yuksek, ortalama, standart sapma degerleri ortaya konmustur.
Normal dagihima uymayan veriler icin 2 grubun inflamasyon dereceleri
ortalamalarinin istatistiksel karsilastiriimasi i¢cin Mann Whitney U Testi
kullanilarak anlamlilik dizeyi olan p degeri 0,05 degeri kabul edilerek; 2’den
fazla sayida gruplarin karsilastirilmasinda ise duzeltimis p degeri olarak
kargilasgtirilan grup sayisinin 0,05’e bdllinerek dizeltme uygulanip ortaya
clkan p degeri dikkate alinarak karsilastirma yapilmistir. Karsilagtirma
sonunda anlamli fark goésteren alt grubu belirleyebilmek icin c¢oklu

kargilastirma testi olarak duzeltmeli Mann Whitney U testi kullaniimigtir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Adjuvanin Etkinligi

IA salin verilen negatif kontrol grubunda (Grup 1) tim ratlarda 6n
gorulen 3 haftalik izlem sdrecinde herhangi bir eklem sisligi, kizarikhdi,
fonksiyon kaybi gibi artrit bulgulari gézlemlenmemistir. IA adjuvan (CFA)
verilen pozitif kontrol grubunda (Grup 2) ratlarin izlemi sirasinda 1-3 gin
icerisinde akut artrit bulgulari tim ratlarda gorulmastur. Artritin kroniklesme
sureci olarak belirlenen 3’Uncu haftada klinik olarak artrit bulgularinin devam
ettigi gorulmustur. Her iki grubun 3’Uncu haftasinda Otenazi sonrasinda
eksize edilen eklemlerin histopatolojik incelemesindeki artrit gsiddetlerinin
istatistiksel olarak karsilastiriimasi sonucunda anlamli istatistiksel farkhlik
kaydedilmistir (p 0,001766). Gruplarin tanimlayici istatistik bilgileri ve
histopatolojik degerlendirme sonuglari sirasiyla Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’te

verilmigtir.

Tablo 4.1. Negatif ve Pozitif Kontrol Gruplarinin Tanimlayici istatistik Verileri

Gruplar SayI Median Minimum  Maksimum  Ortalama Standart
Sapma

Grup 1

(iA Salin) 6 0 0 0 0 0

Grup 2

(A CFA) 6 2,5 2 3 25 0,548

Tablo 4.2. Negatif ve Pozitif Kontrol Gruplarinin Histopatolojik inflamasyon Bulgulari Dagilimi

: - Toplam
Gruplar 0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Agir) n (gran)]
Grup 1 . . . . ]
(IA Salin) 6 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 6 (%100)
g/rxungA) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%50) 3 (%50) 6 (%100)
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4.2. Tedavilerin Etkinliginin Degerlendirilmesi

IA adjuvan verildikten sonra kronik inflamatuvar artrit olugumu
sonrasinda (3 hafta), IA salin verilen Grup 3 ile diger tedavi gruplari (Grup 4a,
4b, 5, 6) istatistiksel olarak karsilastiriimistir. IA salin verilen Grup 3 ile IA
MKH verildikten 3 hafta sonra sakrifiye edilen Grup 4a arasinda istatistiksel
anlamli farklilk bulunmamistir. IA verilen MKH’nin 3 haftada kronik
inflamatuvar artrit tedavisinde etkili olmadigi gorilmistir. IA salin verilen
Grup 3 ile diger tedavi gruplari olan IA MKH verilip 6 hafta sonra sakrifiye
edilen Grup 4b, IA Triamsinolon verilip 1 hafta sonra sakrifiye edilen Grup 5
ve IA etanersept verilip 2 hafta sonra sakrifiye edilen Grup 6 arasinda
istatistiksel anlamli farklilik gosterilmis ve kronik inflamatuvar artrit
tedavisinde bu tedaviler etkin bulunmustur. istatistiksel analiz detaylari Tablo

4.3'te gosterilmistir.

Tablo 4.3. intraartikiiler Tedavi Gruplan ile Kontrol Grubunun Karsilastiriimasi

Karsilastirilan Gruplar *p
Grup 3 Grup 4a
(iA Salin) (IA MKH 3 hafta) 0,484
Grup 3 Grup 4b
(IA Salin) (IA MKH 6 hafta) 0,008
Grup 3 Grup 5
(iA Salin) (iA Triamsinolon 1 hafta) 0,003
Grup 3 Grup 6
(iA Salin) (IA ETA 2 hafta) 0,001
IA: intraartikiler
MKH: Mezenkimal kdk hiicre
ETA: Etanersept
* p degeri <0,01 istatistiksel anlaml farklilik kabul edilmistir.
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Tanimlayici istatistik bulgulari Tablo 4.4’te gosterilmigtir.

Tablo 4.4. intraartikiiler Tedavi Gruplarinin Tanimlayici istatistik Verileri

Gruplar Sayi Median Minimum Maksimum  Ortalama Standart
Sapma
Grup 3
(IA Salin) 6 2 2 2 2 0
Grup 4a
(1A MKH 3 hafta) 5 2 1 3 1,8 0,837
Grup 4b
(iA MKH 6 hafta) 5 1 1 2 1,2 0,447
Grup 5
(IA Triamsinolon 1 hafta) 7 0 0 2 0,29 0,756
Grup 6
(IA ETA 2 hafta) 10 1 0 2 08 0,632
Tum tedavi gruplarinin eklem eksizyonlari sonrasinda yapilan
histopatolojik degerlendirme ayrintilari da Tablo 4.5’te verilmistir.
Tablo 4.5. intraartikiiler Tedavi Gruplarinin Histopatolojik Skorlama Verileri

. o Toplam
Gruplar 0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Agrr) [n (Oran)]
Grup 3 0 (%0) 0 (%0) 6 (%100) 0 (%0) 6 (%100)
(iA Salin)
Grup 4 0 (%0) 2 (%40) 2 (%40) 1 (%20) 5 (%100)
(IA MKH 3 hafta)
Grup 5 0 (%0) 4 (%80) 1 (%20) 0 (%0) 5 (%100)
(IA MKH 6 hafta)
Grup 6 6 (%85,7) 0 (%0) 1 (%14,3) 0 (%0) 7 (%100)
(IA Triamsinolon 1 hafta)
Grup 7 3 (%30) 6 (%60) 1 (%10) 0 (%0) 10 (%100)
(IA ETA 2 hafta)
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Kronik inflamatuvar artrit tedavisinde etkili olan IA MKH verilip 6 hafta
sonra sakrifiye edilen Grup 4b, iA Triamsinolon verilip 1 hafta sonra sakrifiye
edilen Grup 5 ve IA etanersept verilip 2 hafta sonra sakrifiye edilen Grup 6
arasindaki tedavi etkinliklerinin kargilastiriimasi amaciyla yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkhlik

gOsterilememigtir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. intraartikiiler Tedavi Gruplarinin Birbiriyle Karsilagtirimasi

Karsilastirilan Gruplar )
MT IA CFA MSC 6hf MT IA CFA Steroid 1hf 0,021
MT IA CFA MSC 6hf MT IA CFA ETA 2hf 0,212

* p degeri <0,0167 istatistiksel anlamli farklilik kabul edilmistir.

Sekil 4.1°de histopatolojik bulgulardan érnekler verilmigtir.

Sekil 4.1. Histopatolojik Bulgular

r

Arlti; $lddet| ‘ .{an 4b) ' Artrit $I¢Heﬂ 0 (Grup Q
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BOLUM 5
TARTISMA

Bu calismada, klasik, etkinligi kanitlanmis ve sik kullanilan IA
kortikosteroid tedavisinin yanisira, klinik uygulamaya tam olarak girmemis
yeni tedavi ydntemleri olan iA etanersept ve IA MKH uygulamalarinin
deneysel artrit modelindeki etkinlikleri karsilastiriimistir. Uygulanan
alisilagelmis sistemik tedavi ajanlarinin uzun sureli ve tekrarlayan kullanimi
ile uzun dénem yan etkileri goértlmektedir. Sistemik tedavilere gére daha az
yan etkili oldugu bilinen MKH tedavisinin antiinflamatuvar ve rejeneratif
etkisinden faydalanarak kronik inflamatuvar artritteki etkinligi arastiriimistir.

Bu calismada kronik inflamatuvar artritin deneysel modeli olarak
adjuvan ile olusturulmus artrit modeli kullaniimistir. Oncelikle belirtiimesi
gereken en onemli bilgi, higbir deneysel hastalik modeli insandaki hastaligin
tam olarak patolojisini, hlicresel biyolojisini ve immunolojisini gostermedigidir
(49). Kronik inflamatuvar artrit patogenezinde Ozellikle TNF-alfanin anahtar
rol oynadigi ve bununla birlikte sinovyal sivida artan diger proinflamatuvar
sitokinlerin eklem hasarina yol actigini bilinmektedir (19). Olusturulan
hastalik modelinde patogenezdeki bilinen inflamatuvar reaksiyon UGranlerinin
olusumu saglanarak ve histopatolojik goruntilerle inflamasyonun
kanitlanmasi ve sonrasinda tedavi ile histopatolojik degisimleri gérmek bu
calismada amaclanmigtir. Kronik inflamatuvar artrit, tedavi edilmedigi
takdirde eklem kikirdaginda kalici hasar birakan otoinflamatuvar bir
hastaliktir. Anti romatizmal ilaglar, kortikosteroidler ve biyolojik ajanlarin
(TNF-alfa blokorleri, IL-1 ve IL-6 yolaklarini inhibe eden ajanlar) kombine
kullanilmasina ragmen belli oranda hasta bu tedavilere direngli olmakta; bu
hastalarda hastalik, ciddi hatta 6lumcul seyredebilmektedir (89).

Bu calismada, iA CFA verilerek kronik inflamatuvar artrit olusturuimus
ratlarin eklem araligina kortikosteroid verilen grupta tium deneklerde
antiinflamatuvar etkinlik iyi dizeyde bulunmustur. Bu bulgular, literatirde
daha 6nce yapilmis IA steroid tedavi uygulama sonuglari ile paralel

bulunmustur (90). Kortikosteroidler, inflamasyon semptomlarini glivenilir ve
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hizli bir sekilde azaltabildikleri igin RA tedavisinde siklikla oral, intraven6z ve
IA enjeksiyon seklinde kullanilir (91). Kortikosteroidlerin iA uygulamasinin
baslangici 1950’li yillara dayanmaktadir. intraartikiiler steroid enjeksiyonlari,
RA'nin aktif dénemlerinde semptomlarin giderilimesinde ¢ok etkilidirler
(91,92). Kortikosteroidler antiinflamatuvar ilaglar icinde en etkili olanidir.
Ancak yan etkilerinin fazla olmasi ve destruktif eklem hasarini belirgin olarak
Onleyememesi nedeniyle ilacin faydasi bazen sinirli olabilmektedir.
Oligoartikuler tip artritte 6zellikle monoartrit olarak kendisini gosteren blyuk
eklem tutulumunda IA steroid kullanimi oldukca vyararlidir ve bir cok
calismada etkinligi gosterilmistir. Kemik erozyonunu korumada olumlu etkileri
gosterilmigtir (89,93,94). Her ne kadar yapilan bir ¢ok galismada ve bu
calismada IA kortikosteroidin etkinligi goriilse de; eklem ici/disi kalsifikasyon,
cevre dokularda hasar ve kanama, septik artrit, avaskuler nekroz gibi yan
etkiler bildirilmistir (95). Intraartikiiler kortikosteroidler bilinen en iyi lokal
antiinflamatuvar ilaclar olsa da yan etkileri nedeniyle yeni ve etkili olabilecek
farkh tedavi yontemleri halen arastiriimaktadir.

Sistemik kullanimi kabul gérmus antiromatizmal ilaglardan biri olan
etanerseptin tekrarlayan enjeksiyonlar sonrasinda enfeksiyonlarda artis,
uzun sureli kullanimda genotoksisite yoluyla lenfoma ve solid kanserlerde
artis, norolojik inflamatuvar hastaliklarda artis, lupus benzeri sendrom gibi
sistemik yan etkileri gorulmesi nedeniyle lokal uygulanabilirligi ve etkinligi
calismalarda yer almistir (42-45). Bu calismada artrit modelinde IA
etanersept tedavisinden sonra 2 haftada antiinflamatuvar etkinligi
histopatolojik olarak ortaya konmustur. Bu sonuglar literatirde yapilan
galismalarla uyumlu bulunmustur. insanlara IA etanersept uygulanan bir
calismada plasebo grubu ile etanersept verilen grup arasinda 1. ve 2.
haftada hastalik aktivite skorlarinda belirgin anlamh farklilik bulunmusg ve
tedavi etkinligi azalarak 6. haftaya kadar devam ettigi bulunmustur (96).
Daha dnce IA kortikosteroid ve IA etanersept verilerek yapilan bir insan
calismasinda klinik ve laboratuvar bulgularina gore tedavi yanitinin

degerlendirildigi hastalik aktivite skorlarinda steroid ve etanerseptin tedavide

25



4. haftada etkin bulundugu gosterilmistir; ancak, 24. hafta
degerlendiriimesinde etanerseptin etkinliginin azaldidi bildirilmistir (97).

Refrakter otoimmin ve otoinflamatuvar hastaliklarda otolog
hematopoietik kok hicre nakli 1997°den beri uygulanmaktadir. Ancak
hematopoietik kok hucre nakli onemli morbidite ve mortaliteye sahiptir. Kok
hdcre nakli hazirhk asamasinda agir kemoterapdtiklerin yan etkileri nedeniyle
hastalarda enfeksiyon, graft versus host hastaliji ve hatta o6lim gibi
komplikasyonlar sik olmaktadir (80,98-100). Buna karsin MKH’ler MHC-II
eksprese etmemesi ve az miktarda MHC-| eksprese etmesi ile immun sistem
tarafindan ¢ok zor taninirlar. Ayrica MKH’ler in-vitro sartlarda guglu
immunsupresif etkiye sahiptir (101). Tum bu o6zelliklerinde dolayr MKH’ler
otoimmun ve otoinflamatuvar hastaliklarda yeni bir umut 1511 olmustur.
MKH’lerin immunsupresif etkilerinin parakrin aktivite ile htcreler arasi
etkilesimin inhibisyonu (cell-cell contact); dogal oldurtcu (natural Killer)
hicrelerin, B hacrelerinin, dendritik hicrelerin inhibisyonu ile birlikte T
regulatuvar hucre aktivasyonu yoluyla oldugu gosterilmigtir (103).

Bu calismada kronik inflamatuvar artrit modelinde klasik tedavilerin
yanisira yeni bir tedavi yéntemi olarak MKH tedavisi IA olarak denenmis ve
tedavi sonrasi 6 haftada antiinflamatuvar ve rejeneratif etkinligi histopatolojik
olarak kanitlanmistir. IA MKH tedavisinin 3’lnci haftada etkinligi
gorulmemigtir. Calismadaki bu sonuclari degerlendirdigimizde, MKH’lerin
antiinflamatuvar etkinliginin yanisira rejeneratif etkinliginin goérilebilmesi igin
gerekli slrenin en az 6 hafta kadar olmasi gerektigi gorulmustir. MKH’lerin
tedavi baslangicindan 3 hafta sonra yalnizca antiinflamatuvar etkinlikleriyle
artritteki kronik inflamasyonu tamamiyle baskilayamadigi; fakat tedavi
sonrasi 6 haftada antiinflamatuvar etkinlik yaninda rejenerasyon kapasiteleri
sayesinde yeterli sirede, bulundugu ortama adapte olarak inflamasyonu
baskiladigi ve eklem iyilesmesini sagladigi gosterilmigtir.

Yapilan baska bir calismada kronik inflamatuvar artrit modelinde
farelerde sistemik etanersept, iA MKH ve bu iki tedavinin kombinasyonu
olmak Uzere 3 farkli grupta yapilan tedavi etkinligi degerlendiriimesinde;

kontrol grubuna goére tum tedavilerin etkin bulundugu, tedavi gruplari
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arasinda en etkin bulunan grubun kombine tedavi grubu oldugu saptanmistir.
Bu calismada kronik inflamatuvar artritte MKH’lerin etanersept ile kombine
kullanilmasinda daha etkin bulunmasi, rejeneratif etkisinin tedavide 06n
planda oldugunu géstermektedir (103). Calismamizda iA MKH tedavisinin 3
haftada degil de 6 haftada tam etkinliginin gérilmesi, MKH’lerin rejenerasyon
kapasitesinin belirli bir zaman dilimi sonrasinda uygun ortam saglandigi
takdirde kazanmasi ile iligkilendirilmistir. Deneysel kronik inflamatuvar artrit
modelinde MKH tedavisinin olumlu sonuglari gesitli galismalarda goriimustur.
MKH’ler, hasarli dokuda kendi kendine farklilasma ve yenilesme 6zellikleriyle
hasar bolgesinde onarima katkida bulunmaktadir. Yapilan bir c¢alismada
deneysel olarak olugturulmus tavsan kulak kikirdak hasarinda MKH tedavisi
sonras! tavsan kulaklarin kondrosit ve kondroblast adaciklari olusumu
gorilmustir. MKH uygulamasinin kikirdak defektlerinin onariminda énemili
yeri olabilecegi gorulmustar. Calismada kemik iligi kaynakli MKH’lerin
tedavideki etkinligi kanmitlanmistir (104). Ote yandan, yapilan baska
calismalarda yag dokusu kaynakli MKH’lerin kondrojenik ve osteoblastik
donlsum potansiyelinin kemik iligi kaynakli hicrelere gére daha iyi oldugu
gosterilmistir (81,105,106). Bu da artrit tedavisinde segilecek hucre
kaynaginin tedavi etkinligindeki basarisini etkileyebileceginden dolayi kronik
inflamatuvar artritte MKH kaynagi secimi ile ilgili daha fazla galismanin

gerekli oldugunu gostermektedir.
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BOLUM 6
SONUGC VE ONERILER

MKH uygulamasi, gelecek icin refrakter, geleneksel tedaviye direngli
hastalar icin alternatif bir tedavi secene@i ve umut 1s1§1 olmaktadir. Kronik
inflamatuvar artritte ginimuzde kullanilan tedavilerin sistemik yan etkileri,
uzun donemde ilaca karsi yanitin azalmasi ve hastaligin ilerleyen
donemlerinde tedavi degisikligine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle bu ¢alismada
farkli bir tedavi yontemi etkinligi arastirimis ve MKH tedavisi etkin
bulunmustur.

Kronik inflamatuvar artrit geleneksel IA Kortikosteroid tedavisi bu
calismadaki en etkin tedavi ajani olarak bulunsa da; IA etanersept de artrit
siddetini azaltmada ve inflamasyonu baskilamada histopatolojik ve
istatistiksel olarak etkin bulunmustur. Etanerseptin sistemik uygulamalarinda
goérilen yan etkileri en aza indirmek igin lokal uygulamanin etkinligini
saptamaya yonelik sistemik uygulama ile karsilastirmali c¢alismalar
yapiimalidir.

Bu calismada IA MKH uygulamasinin diger IA tedaviler kadar etkin
olmasa da; altinci haftada histopatolojik ve istatistiksel olarak iyilesme
sagladigl gorulmustar.

Lokal velveya sistemik uygulanan MKH ile ilgili galismalarda ve bizim
calismamizda herhangi bir yan etki gérilmemesi, tedavinin etkin bulunmasi,
ilerleyen dénemlerde kronik inflamatuvar artrit tedavisinde IA MKH
uygulamasinin bir tedavi sec¢enegi olarak kullanilabilecegini
dusundurmektedir. Ancak, segilecek kdk hicre kaynagi (adipoz, kemik iligi,
umblikal kord vb.), uygulanacak hicre miktari, otolog veya allojenik
uygulama sekli, uygulama sikligi acgisindan daha fazla preklinik-klinik

calismaya ihtiyag vardir.
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