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1. OZET

Tezin Bash@i: Ankilozan Spondilitin MHC Simifl Iligkili immiin Patogenezin Incelenmesi
Ogrenci Ad1 Soyadi: Merve GULMEZ _

Damisman Adi Soyadi: Dr. Ogr. Uyesi Can ERZIK

Programin Adi: Tibbi Biyoloji ve Genetik Tezli Yiiksek Lisans Programi

Amac: Bu ¢alismada hastaligin immiin mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in HLA-B27(-) ve
HLA-B27(+) hastalarda meydana gelen ankilozan spondilit (AS) patogenezinde hatali

katlanmanin yeri arastirildi ve saglikli kontrollerle farkli parametreler ile karsilastirilarak

hastalik olusumu ve gelisimi ile iliskilendirilmesi hedeflendi.

Gerec ve yontem: I¢ Hastaliklari ABD Romatoloji BD poliklinigine basvuran uluslararas
kriterlere gore AS tanisi kesinlesmis 30 AS hastasi ve es sayida saglikli kontrol ¢alismaya dahil
edildi. Hasta ve sagliklt kontrollerden periferik kan ornekleri toplandi. Akis sitometrisi
yontemiyle mononiikleer hiicrelerinde hatali katlanma tayini yapildi, kantitatif PZR ile UPR
genleri IRE1, PERK, ATF6 ve XBP1 ekspresyon diizeyleri ve ELISA ile proinflamatuar IL-17,
IL-1B, IL-6 ve TNFa diizeyleri olgiildii.

Bulgular: XBP1, IRE1 ve PERK gen ekspresyon diizeylerinin hastalar ve saglikli kontrollere
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmezken (p>0.05), ATF6 gen ekspresyon
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.001). Hastalarin
serumlarindaki IL-17, IL-1B ve IL-6 diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmedi (p>0.05); fakat AS hastalarinin serumlarindaki TNF-a diizeyleri anlamli bulundu.
AS hastalarinda HC10 antikoru gozlenmis olup, hatali katlanan proteinlerin miktarinda saglikli

kontrollere gore anlamli bir artig gozlendi.

Sonug: Flde edilen sonuglar, HLA-B27'nin yanlis katlanmasi, endoplazmik retikulum (ER)
stresine ve katlanmamis protein yanitinin (UPR) aktivasyonuna yol agabilecegini kanitlar
niteliktedir. Bu ¢aligmanin daha genis bir hasta popiilasyonunu kapsamasi hastaligin gelisimi,

seyri ve tedavi yanitlar1 hakkinda daha kapsamli bilgiler sunabilir.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan spondilit, hatali protein katlanmasi, katlanmamig protein yaniti
(UPR)



2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of MHC Class I-Associated Immune Pathogenesis in Ankylosing
Spondylitis

Student Name, Surname: Merve GULMEZ

Supervisor Name: Asst. Prof. Can ERZIK

Program Name : Medical Biology and Genetics Master’s Program

Objective: In this study, we aimed to investigate the role of misfolding in the pathogenesis of
ankylosing spondylitis (AS) in both HLA-B27 (-) and HLA-B27 (+) patients to elucidate the
immune mechanisms of the disease. The goal was to compare various parameters with healthy

controls, aiming to associate them with the development and progression of the disease.

Material and methods: 30 patients with confirmed Ankylosing Spondylitis (AS) diagnosis
according to international criteria, and 30 healthy controls. Peripheral blood samples were
collected from both patients and healthy controls. Misfolding determination was performed on
mononuclear cells using the flow cytometry method. The expression levels of Unfolded Protein
Response (UPR) genes were quantified using quantitative PCR, and proinflammatory cytokine

levels were measured using ELISA.

Results: While no statistically significant increase was observed in the expression levels of
XBP1, IRE1, and PERK genes in patients compared to healthy controls (p>0.05), the difference
in ATF6 gene expression values was found to be statistically significant (P<0.001). There was
no statistically significant change in the levels of IL-17, IL-1p, and IL-6 in the patients' sera
(p>0.05); however, TNF-a levels in the sera of AS patients were found to be significant. The
presence of the HC10 antibody was observed in AS patients, and a significant increase in the
amount of misfolded proteins was observed compared to healthy controls.

Conclusion: The obtained results suggest that the misfolding of HLA-B27 can lead to
endoplasmic reticulum (ER) stress and activation of the unfolded protein response (UPR). The
inclusion of a broader patient population in this study could provide more comprehensive
insights into the development, progression, and treatment responses of the disease.

Keywords: Ankylosing Spondylitis, misfolded protein folding, unfolded protein response
(UPR)



3. GIRIS VE AMAC

Spondiloartropatiler (SpAs), oncelikli olarak sakroiliak eklemleri ve omurgay1 tutan, ortak
Ozelliklere sahip ankilozan spondilit (AS), reaktif artrit (ReA), enflamatuvar barsak hastaligi
(EBH), juvenil spondiloartropati ve psoriyatik artrit (PsA)’den olusan kronik enflamatuvar
hastalik grubudur (Zhu, W. ve ark., 2019).

Ankilozan Spondilit (AS), spondiloartropati hastalik grubunda yer alan kronik inflamatuar
otoimmiin eklem hastaliklarindan biridir. Enflamatuar sirt agrisi, asimetrik periferik oligoartrit,
entezit, akut 6n liveit, sedef hastaligi ve kronik inflamatuar bagirsak hastalig1 gibi spesifik organ

tutulumu ile karakterizedir (Braun & Sieper, 2007; Zhu, W. ve ark., 2019).

Major Histocompatibility Complex (MHC) Sinif I molekiilii olan insan 16kosit antijeni (HLA)-
B27 hastalikla iliskilendirilen ilk gendir ve AS olgularinin %90’1 HLA-B27 pozitiftir; fakat
B27 pozitif bireylerin yalnizca %1-%5’inde AS goriiliir (S. van der Linden ve ark., 1983; D.
Prakash ve ark., 2014; M. Navallas ve ark., 2013). Dolayisiyla bu genin patojenik rolii tam
olarak bilinmemektedir ve hastaligin olusumunda ¢evresel ve genetik faktorlerin birlikte katki
sagladigi distintilmektedir (FW., Tsui ve ark., 2014).

AS ile iliskilendirilen HLA-B27 molekiiliinde immiin yanitin nasil olustugu net olarak
bilinmedigi igin ¢esitli mekanizmalara baglanarak artritojenik peptit teorisi, katlanmamig
protein yanit1 tepkisi teorisi ve serbest agir zincir teorisi ortaya atilmistir (LS., Tam ve ark.,
2010). Artrojenik peptit teorisi, olusan sitotoksik T hiicre yanitinin ilerleyen zamanlarda B27
tarafindan T hiicrelerine sunulan artritojenik self-peptitlere yonelmesinden kaynakli AS
patogenezi oldugunu savunmaktadir (R.B., Schittenhelm ve ark., 2015). HLA-B27
homodimerlerin hiicre ylizey teorisine gore; B2-mikroglobulin icermeden katlanan dimerik
yapidaki HLA-B27, disiilfid baglari engellendigi i¢in dimer yapidadir ve bu farklilagmis
formun T hiicreleri tarafindan 6zgiil olarak taninmasiyla enflamasyona yol agabilecegini
savunmaktadir (R.A., Colbert ve ark., 2010). Son teori ise protein katlanma bozuklugu ve buna
bagli endoplazmik retikulum (ER) stresi olugsmasi esasina dayanir. Bu teoriye gore yavas veya
hatal1 katlanmanin sebebi 67. Pozisyondaki sisteinlerin koprii olusturmasindan kaynaklidir ve
bu durum endoplazmik retikulum stresine yol agarak hiicre i¢i inflamatuar yolaklar1 aktive
etmektedir (M., Yazar ve G.S., Kaplan, 2017). ER, hatal1 veya yavas katlanan proteinlerin yol
actig1 stresi algilar ve stres seviyesini fizyolojik konumuna getirmek icin katlanmamis protein
yanitt (UPR) baglatir. ATF6, IRE1 ve PERK transmembran proteinleri aktive edilir, bu ER
yerlesimli proteinler araciliiyla stres sinyallari farkli transkripsiyon faktorlerinin yapimini,

molekiiler saperonlarin indiiksiyonunu, protein degredasyonunun artisini ve apoptoz



olusumunu uyarir. ER stresi, NF-kB yolaklarinin uyarilmasina neden olur ve TNFa, IL-1, IL-
6 gibi proinflamatuar sitokin salinimlart uyarilarak inflamatuar yanit olugsmaktadir (S.,

Cetinkaya ve H.G., Dursun, 2016).

Bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada hastaligin immiin mekanizmalarinin aydinlatilmasi
icin MU Hastanesi Romatoloji  Poliklinigi’nde izlenen 30 AS hastas1 ve
otoimmiin/otoinflamatuvar hastaligi olmayan 30 saglikli bireyden periferik kan ornekleri
toplanacaktir. Akis sitometri yontemiyle periferik kan mononiikleer hiicrelerinde hatali
katlanma tayini yapilacak, kantitatif PZR ile UPR genleri IRE1, PERK, ATF6 ve XBP1
ekspresyon diizeyleri ve ELISA ile proinflamatuvar IL-17, IL-1B, IL-6 ve TNFa diizeyleri

Olciilecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Spondiloartropatiler

Spondiloartropatiler (SpA), ¢ogunlukla sakroiliak eklemler ve omurgay1, bununla birlikte diger
organlar1 da tutabilen genetik, epidemiyolojik, klinik ve radyolojik ortak o6zellikleri olan
romatolojik hastaliklara verilen genel addir. Spondiloartritlerde tipik bir 6zellik yoktur, birden
fazla semptomla karakterizedir. Ortak klinik 6zellikleri arasinda sirt, bacak ve kollarda agri,
sertlik, genellikle asimetrik periferik artrit, entezit, iiveit ile birlikte eklem bozukluklari, sedef
hastaligi, CRP’de artig, doku uygunluk antijeni olan HLA-B27 ile iliski ve romatoid faktoriin

(RF) olmamasi sayilabilir.

Spondiloartropatilerin klasik siniflandirmasinda, Ankilozan spondilit (AS), reaktif artrit (ReA),
psoriatik artrit (PsA), lilseratif kolit, Crohn hastalig1, inflamatuvar barsak hastaligi (IBD) gibi
hastaliklar1 igine alan enteropatik artrit (EA) ve juvenil spondiloartrit (JspA) yer alir. Ayrica,
SpA’larin spektrumunu siniflandirmak i¢in Avrupa Spondiloartropati Calisma Grubu (ESSG)
ve Amor kriterleri gelistirilmistir. Bu kriterlerin uygulanmasi kolay oldugu i¢in epidemiyolojik
calismalarda siklikla kullanilmasina ragmen duyarlilik ve 6zgiilliik agisindan yeterli olmadigi
gosterilmistir (M., Rudwaleit., 2011) (Tablo 1 ve Tablo 2).

Tablo 1. ESSG kriterleri (European Spondyloarthtopathy Study Group- Avrupa
spondiloartropati ¢alisma grubu) (Dougados ve ark., 1991)

. veya Sinovit (Asimetrik, agirlikl
Inflamatuar Bel Agrisi + olarak alt ekstremitede)
Asagidakilerden biri

Entezit
Pozitif Aile Oykiisii
Psoriazis
Crohn hastalig1 / Ulseratif Kolit
Artritten 6nceki 1 ay i¢inde iiretrit- servisit- diyare
Gluteal bolgede agr1
sakroileit

Son yillarda erken taninin iyilestirilmesi ve standardize edilmesi i¢in Uluslararasi: Spondiloartrit
Degerlendirme Dernegi (ASAS) kriterleri olusturulmustur. ASAS kriterlerine gore SpA’lar
aksiyal spondiloartrit ve periferik spondiloartrit olarak gruplanmaktadir ( Rudwaleit M ve ark.,
2011) (Tablo 3).



Tablo 2. Spondiloartritler i¢in amor siiflama kriterleri (B., Amor ve ark., 1990)

Klinik Semptomlar / Oykii

Gece agris1 (omurga) veya sabah sertligi

Asimetrik oligoartrit

Gluteal agris1 veya gezici gluteal agr

Sosis parmak (daktilit)

Entezit

Uveit

Artritin baslangicindan 6nceki bir ay i¢inde iiretrit/servisit
Artritin baslangicindan 6nceki bir ay i¢inde diyare
Psoriyazis, balanit veya inflamatuar bagirsak hastaligi

Skor

NEFPFEPNMNMNNNEDNPRE

X-ray

sakroileit (evre 2 gift tarafli veya evre 3 tek taraflr)

Genetik Zemin

hastalig1 i¢in pozitif aile dykiisii

HLA-B27 pozitif veya AS.ReA, iiveit psoriyazis veya inflamatuar bagirsak

NSAIlI’a iyi yamt

igerisinde relaps

NSAIi’a 48 saat igerisinde iyi yanit, veya NSAII kesildiginde 48 saat

* En az 6 puan gereklidir.

Tablo 3. Spondiloartritler (SpA) igin ASAS siniflandirma kriterleri (Rudwaleit M ve ark.,

2011)
Bel agrismnin siiresi >3 ay olan ve baslangi¢ yas1 <45 yas olan SADECE
hastalarda Periferal semptomlari olan hastalarda
Goriintiilemede sakroilit HLA-B27
+ +
>1 SpA bulgusu veya >2 diger SpA Aurtrit veya entezit veya daktilit
bulgulari +
SpA bulgulart >1 SpA bulgusu
Inflamatuar bel agrist tiveit
artrit psoriyazis
entezit Crohn/Kaolit
iveit onciil enfeksiyon
daktilit HLA-B27
psoriyazis Goriintiillemede sakroilit
Crohn/Kolit veya
NSAII iyi yamt >2 diger SpA bulgular1
SpA i¢in aile oykiisii artrit
HLA-B27 entezit
artmig CRP daktilit

inflamatuar bel agrisi
SpA i¢in aile dykiisii




4.2. Ankilozan Spondilit
4.2.1. Tamim ve epidemiyoloji

Ankilozan spondilit (AS), SpA grubunda yaygin goriilen kronik inflamatuar ve otoimmiin
eklem hastaliklarindan biridir. inflamatuar sirt agrisi, agirhikli olarak alt ekstremitelerde
asimetrik periferik oligoartrit, entezit, anterior iiveit, sedef hastalig1 ve kronik inflamatuar
bagirsak hastaligi gibi spesifik organ tutulumunu iceren klinik Ozelliklere sahiptir. AS,
omurgadaki eklemlerin iltihab1 ve sakroileit ile karakterizedir. Etkilenen eklemlerde diizensiz
erozyon olusur. Bu lezyonlar omurgada meydana geldiginde, hastaligin ileri evrelerinde
“pambu omurga” olarak adlandirilan omurlarin  kaynasarak kemik olusturmasi

gozlenebilmektedir (J., Sieper ve ark., 2002).

AS, genellikle geng yaslarda ortaya ¢ikan ve erkeklerde kadinlara gore daha sik gézlenen bir
hastaliktir. Hastalarin yaklagik %80’inde ilk semptomlar 30 yasin altindayken, yalnizca
%5’inden azinda 45 yasinda sonra ortaya ¢ikmaktadir (E., Feldtkeller ve ark., 2007). AS’nin
genel popiilasyonda goriilme siklig1 %0.1 ile %]1.4 arasindadir. Yapilan ¢aligmalara gore, AS
insidansi1 yilda 100.000 kiside 0,5 ile 14 arasinda degismektedir (N., Akko¢ ve M.A., Khan,
2005, G., Bakland ve ark., 2005). AS teshisi i¢in belirlenen New York kriterleri referans
alinmaktadir (S. van der Linden ve ark., 1984.) (Tablo 4).

Tablo 4. Ankilozan spondilit i¢in modifiye New York kriterleri (S., van der Linden ve ark.,
1984)

Klinik Kriterler

Ug aydan daha fazla siiredir egzersizle diizelen ancak istirahatle dinmeyen bel agrisi ve sertlik.
Lomber omurga hareketlerinin hem sagittal hem de frontal planlarda kisitlanmasi.

Yas ve cinsiyete uygun normal degerlere gére g6giis ekspansiyonunda daralma.

Radyolojik Kriterler
Sakroileit evre > 2 ¢ift tarafli veya evre 3-4 tek tarafli

* Radyolojik kriterler esliginde en az 1 klinik kriter varhiginda kesin ankilozan spondilit.

4.2.2. Degerlendirme ve izlem

Ankilozan spondilitin aktivitesini, fonksiyonel durumunu ve hastanin tedaviye verdigi yaniti
izlemek amaciyla ¢esitli indeksler gelistirilmistir. Hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in
yaygin olarak kullanilan indeks Bath AS Hastalik Aktivite Indeksi (BASDAI) dir (S., Garret
ve ark., 1994). Hastalarin fonksiyonel durumunu belirlemek i¢inse Bath AS Fonksiyonel
Indeksi (BASFI) ve Bath AS Metroloji Indeksi (BASMI) gelistirilmistir (T.R., Jenkinson ve
ark., 1994).

AS’de hastaligin degerlendirilmesi ve aktivitesinin belirlenmesi Onemlidir; fakat klinik

bulgular, C-reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) gibi inflamasyon
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belirtecleri  degerlendirme i¢in  yeterli degildir. BASDAI, hastalar arasindaki
degerlendirmelerin bir standarda baglanmasi i¢in kolaylikla uygulanabilen bir dl¢timdiir.
Hastalarin son bir haftadaki aksiyel ve periferik eklemlerdeki agri yogunlugunun, yorgunluk ve
sabah tutuklugu siddetinin degerlendirmesi i¢in 6 sorudan olusan giivenirligi yiiksek bir

Olgtimdiir.

AS hastalarinin fonksiyonel durumunu belirlemek i¢in gelistirilen BASFI, hastalarin son bir
haftadaki fonksiyonlarini belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Hastalik aktivitesi ve hasari ile
iliskili 10 sorudan olusur. BASMI, spinal mobilite i¢in, Bath AS Radyoloji indeksi (BASRI)

ise vertebra ve kalganin radyolojik bulgularini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir.
4.2.3. Etiyolojisi

Otoimmiin bir hastalik olan AS’nin etiyolojisi giiniimiizde halen net olarak bilinmemektedir;
fakat yapilan caligmalar AS’ye yatkinlikta genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisi oldugunu

gostermistir.
4.2.3.1. Genetik faktorler

AS’nin olusumunda genetik faktorlerin 6nemi 1961°den beri yapilan aile i¢i ¢aligmalarla
dogrulanmistir (J., Blecourt ve ark., 1961). lkizlerde yapilan galismalara gore, tek yumurta
ikizlerinde konkordans %63 iken, ¢ift yumurta ikizlerinde %24 olarak belirlenmistir. Bu da

hastalikta genetik faktorlerin onemli etkisi oldugunu gostermektedir (J.D., Reveille, 2011).

4.2.3.1.1. HLA-B27

Major doku uygunluk kompleksi (MHC) Sinif I alleli olan HLA-B27 en 6nemli genetik faktor
olarak hastalikla iligkilendirilmistir (D.A., Brewerton ve ark., 1973). HLA-B27 hastalikla
iliskilendirilen ilk gendir ve AS olgularinin %80’i HLA-B27 pozitiftir. Fakat B27 pozitif
bireylerin ¢ok azinda AS gortiliir. Bu oran, bireyin birinci derece yakininda AS varsa %15-21"e
¢ikmaktadir (J.D., Reveille, 2011). Bununla birlikte, HLA-B27 pozitif hastalarda, HLA-B27
negatif hastalara gore ilk semptomlar daha erken gdzlenmekte ve daha yiiksek akut on iiveit

prevalansi gostermektedir (E., Feldtkeller ve ark., 2003).

HLA-B27 yiiksek polimorfizme sahiptir, simdiye kadar 170’ten fazla alt tip tanimlanmistir (F.,
Paladini ve ark., 2019). AS’de gbzlenen en yaygin alt tipler Kafkas popiilasyonlar1 i¢in HLA-
B2705, Cin popiilasyonlar1 i¢in HLA-B2704 ve Akdeniz popiilasyonlar1 icin HLA-B2702
olarak bildirilmistir (M.A., Khan, 2013). Buna ragmen, HLA-B2706 ve HLA-B2709 alt
tiplerinin AS ile bir iligkisine rastlanmamustir (J.D., Taurog, 2007 ve M., D’ Amato ve ark.,
1995).
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Sekil 1. Major histokompatibilite kompleksi (O.G., Oztiirk, 2011)

HLA-B27, 6. kromozomun kisa kolunda bulunan Major Histocompatibility Complex (MHC)
gen bolgesindeki bir sinif I proteinidir (S.Y., Choo, 2007). MHC simif [ molekiilleri polimorfik
agir zincir (HC), B2-mikroglobulin (f2m) ve amino ucunda 8-11 aminoasit uzunlugunda sadece
uyumlu aminoasit dizilerini igeren antijenlerin baglanabildigi bir peptit baglama bélgesi igerir
(J.P., Goodridge ve ark., 2010) (Sekil 1). Hiicre i¢cinde sentezlenen proteinler proteasom
tarafindan parcalandiktan sonra, elde edilen peptitler, endoplazmik retikulumda (ER) MHC
sinif [ molekiilleri ile birlesir. Bu baglanma o zincirinin olugunda gerceklesir. f2m ile birlesen
MHC sinif I-peptit kompleksi, hiicre ylizeyine tasinir. B2m'nin stabilitesi, o zincirinin oluk
yapisini korumasina yardimet olur. Hiicre yiizeyinde bulunan MHC smif I-peptit kompleksi,
CD8+ T hiicreleri tarafindan taninir. CD8+ T hiicreleri, bu kompleksi tanidiklarinda etkinlesir
ve enfekte hiicreleri taniyarak hedef hiicreleri dogrudan dldiirmeye (sitotoksisite) veya diger
bagisiklik hiicreleriyle is birligi yaparak hedef hiicreleri etkisiz hale getirmeye yonlendirir.
HLA-B27 transgenik sicanlarda yapilan caligmalar, B2m igcermeyen sicanlarda spontan

inflamatuar artritin gelistigini gostermistir (S.S., Weinreich ve ark., 1997).
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Sekil 2. HLA sinif 1 molekiilii (E. Diyarbakir, 2009)

AS’nin, MHC bdlgesinde yer alan varyantlar ve HLA alelleri ile gii¢lii bir iliskisi vardir; fakat
genetik faktor olarak ERAP1 ve ILR23 gibi varyantlarin hastalia yatkinlikla ilgili oldugu
yapilan ilk biiylik dl¢cekli SNP calismasinda belirlenmistir. Sonrasinda yapilan bircok genom
capinda iligskilendirme ¢alismasinda (GWAS) MHC dis1 bolgelerde en az 36 genetik varyant
AS ile iliskilendirilmistir (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2011). HLA-B27, AS’nin
kalitsalliginin ~%?20’sine katkida bulunurken, bugiine kadar tanimlanmis olan MHC dis1

lokuslarin katkis1 ~%10 olarak belirlenmistir (A., Hanson ve ark., 2017).
4.2.3.1.2. ERAP1 ve Ankilozan spondilit ile iliskilendirilmesi

ERAP1 (Endoplazmik Retikulum Aminopeptidaz 1), endoplazmik retikulumda bulunan
hiicresel proteinlerin amino uglarindan keserek, HLA sinif 1 alellerinin sunabilecegi uygun
uzunluktaki peptit parcalarin1 olusturan ¢ok islevli bir amino-peptidazdir. Bu enzim,
endoplazmik retikulumda peptite parcalarinin kesilmesi ve islenmesiyle ilgili bir islev gosterir.

Bu islev, immiin sistemdeki T hiicreleri tarafindan taninmasi ve tepki verilmesi i¢in 6nemlidir.

ERAP1 geni de baz1 arastirmalarda AS ile iligkilendirilmis ve bu genin AS patogenezinde rol

oynayabilecegi One siiriilmiistiir.

ERAP1 geni, antijen sunumunda rol oynayan peptite parcalarinin kesilmesi ve diizenlenmesi ile
ilgili oldugundan, HLA-B27 gibi belirli HLA alelleri ile bu genin varyantlari, antijen sunum
stirecinde degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler, bagisiklik sistemine sunulan peptite
parcalarinin yapisinda farkliliklara yol acabilir ve bagisiklik sistemi tepkilerini etkileyebilir.
Bazi arastirmalar, ERAP1 geni varyantlarinin veya polimorfizmlerinin, HLA-B27 ile AS riskini
etkileyebilecegini 6ne siirmektedir. Ornegin, bazi ERAP1 varyantlari, peptite parcalarmmn
islenmesinde degisikliklere neden olabilir ve bu da bagisiklik sistemini etkileyebilir, AS riskini

artirabilir veya azaltabilir.
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4.2.4. Patogenezi

HLA-B27 geni, ankilozan spondilit (AS) gibi spondiloartropatilerle giiglii bir sekilde
iligkilendirilmistir. Ancak, HLA-B27'nin AS'nin patogenezi iizerindeki tam rolii hala tam olarak
anlagilamamistir. HLA-B27 ile iliskilendirilen ankilozan spondilitin patogenezini agiklamak
i¢in artrojenik peptit hipotezi, agir zincir homodimerlerinin olusumu hipotezi ve hatali katlanma
hipotezi ortaya atilmistir. Bu boliimde HLA-B27 ile iliskilendirilen ankilozan spondilitin
patogenezini agiklayan teoriler ve genetik ¢aligmalarda ortak olarak goriilen aminopeptidaz

ERAPI’in roliine deginilecektir.

CDS8'T cells
A
Autoimmune
raachon
Arthritogenic peptide
A
4
Supported Notsupperied
by HLAB2719 by HLA-827 19
rat model et mode) @
Misfolding Heayy —
dimers

l Autoinflammatory
reaction
\ 4 Ry

Th17 <— IL-23 <=— | |JPR

receplors

Sekil 3. Ankilozan spondilitin patogenezi (Kirsten Braem, Rik J. Lories,2012)

4.2.4.1. Artritojenik peptit hipotezi

Artrojenik peptit teorisi, AS'nin patofizyolojisinde rol oynayan bir mekanizmayi tanimlar. Bu
teoriye gore, eklem kikirdagi ve dokularinda meydana gelen hasar veya stres, viicutta belirli
artritojenik peptitlerin salinmasina neden olur. Bu peptitler inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve
bagisiklik sistemini harekete gecirerek iltihaplanmaya yol agabilirler. Bu iltihaplanma
stirecinde, ¢esitli immiin hiicreleri (6rnegin, makrofajlar veya lenfositler) etkilenen bdlgeye
yonlendirilir ve bu peptitler, immiinolojik reaksiyonlara ve iltihaplanmaya sebep olarak,
ankilozan spondilitin semptomlarin1 ve hastaligin ilerlemesini tetikleyebilir. Bununla birlikte,
artritojenik peptitlerin kesin olarak nasil salindig1 veya hangi siireclerin bu salinimu tetikledigi

heniiz tam olarak anlasilamamustir.
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Ancak, bu teori hastaligin tam olarak nedenini agiklayamaz ve AS'nin gelisimindeki diger
faktorler (genetik yatkinlik, bagisiklik sistemi bozukluklari, ¢evresel faktorler vb.) goz ardi
edilemez. Ankilozan spondilitin karmasgik bir hastalik oldugu ve birka¢ mekanizmanin bir araya
gelerek hastalifin ortaya cikisina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
artritojenik peptit teorisi sadece hastaligin bir yoniinii agiklamaya yonelik bir hipotezdir ve

hastaligin tam mekanizmasi hala arastirma konusudur (A., Sharip ve J., Kunz, 2020).
4.2.4.2. Agir zincir homodimerlerinin olusumu hipotezi

Ankilozan spondilit (AS) ile ilgili yapilan aragtirmalardan bir digeri, agir zincir
homodimerlerinin olusumu hipotezidir. Bu hipotez, AS'nin patogenezindeki mekanizmalardan
birini agiklamaya ¢alisir ve HLA-B27 genine sahip bireylerdeki agir zincir molekiillerinin

katlanmasinin ve birlesmesinin hastalik gelisiminde rol oynayabilecegini one stirer.

Agir zincir homodimerlerinin olusumu hipotezi, bu genin {irettigi HLA-B27 proteininin nasil
katlanip birlestigine odaklanir. Bu hipoteze gore, HLA-B27 molekiilleri icinde yer alan 67.
pozisyondaki sistein amino asidi, oksitlenerek disiilfit baglari olusturabilir. Bu disiilfit baglari,

molekiiliin yapisini stabilize edebilir ve homodimerlerin olusumunu tesvik edebilir.

HLA-B27 proteininin farkli katlanmis formu, 6zellikle B2-mikroglobulin ile birlesmeyen
dimerik bir yapida olusabilir. Bu durumda, disiilfid baglarinin engellenmesiyle HLA-B27
molekiilleri yanlis bir sekilde birlesebilir, bu da T hiicreleri tarafindan 6zgiil olarak taninabilir
ve bagisiklik sisteminin reaksiyonunu tetikleyebilir. Bu farkli katlanmis HLA-B27 yapilari
veya dimerik yapilar, bagisiklik sistemine yanit vermesine neden olarak inflamasyonu
artirabilir. Bagisiklik sistemi, bu farkli yapilar1 yabanci veya tehlikeli olarak algilayabilir ve
otoimmiin yanitlarin baglamasimma neden olabilir. Bu durumda, bagisiklik sistemi viicut

dokularina saldirabilir ve inflamasyon, doku hasar1 ve hastalik semptomlarina yol agabilir.

HLA-B27 homodimerlerinin ER'de birikmesi, ER stres yanit yolaklarini aktive edebilir ve bu
da proinflamatuar sitokinlerin (iltihapla iligkili proteinlerin) salinimini artirabilir. Asirt ER
yanit1 (EOR), bu ER stresi durumunda bir yanit olarak ortaya ¢ikabilir. EOR, ER stresinin asir1
bir sekilde artmasi ve bu durumda ER'da depolanan Ca2+ gibi bilesenlerin serbest
birakilmasiyla iligkilidir. EOR'nin kaspaz 3 ve 12 gibi apoptotik sinyal yollarmi aktive
edebilecegi ve hiicre oliimiine (apoptoz) yol acabilecegi diisiiniilmektedir. Transgenik hayvan
modelleri, 6zellikle HLA-B27 tasiyan transgenik siganlar lizerinde yapilan ¢aligmalar, yanhs
katlanmis HLA-B27 proteinlerinin birikimi ve ER stres yanitinin aktive olmasinin
gozlemlendigi ilk kanitlar1 sunmustur. Bu modeller, hastaliga meyilli hayvanlarda HLA-B27

birikimini ve iligkili patolojik siire¢leri anlamak i¢in kullanilmistir. Ancak, bu konudaki
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arastirmalar hala devam etmektedir ve HLA-B27'nin farkli katlanmis yapilari ile ankilozan

spondilitin tam olarak nasil iligkilendigi konusunda net bir anlayisa heniiz ulasilamamastir.
4.2.4.3. Hatalh katlanma hipotezi

Hatali protein katlanma hipotezi, birgcok otoimmdiin hastalikta, 6zellikle de ankilozan spondilit
(AS) gibi HLA-B27 ile iliskilendirilen hastaliklarda, proteinlerin yanlis katlanmasinin veya

islenmesinin hastalik gelisiminde rol oynayabilecegini dne siiren bir teoridir.

HLA-B27 antijeni, hiicre yilizeyinde bulunan ve hiicrenin i¢inden alinan peptite parcalarini
sunmak tlizere tasarlanmistir. Bu peptite parcalari, hiicrelerin iginde {iretilen proteinlerin
parcalar1 olabilir ve bu pargalar bagisiklik sistemine sunularak T hiicreleri gibi bagisiklik
hiicreleri tarafindan taninabilir. HLA-B27 antijeni, bir alfa zincirinden ve bir beta2-
mikroglobulin adi verilen baska bir zincirden olusur. Alfa zincir, antijen sunumunu
gerceklestiren boliimdiir ve antijenle birlikte belirli peptitleri tasir. Beta2-mikroglobulin, alfa

zincirinin stabilitesine ve yapisal biitlinliigiine katkida bulunan diger zincirdir.

HLA-B27 antijeni gibi MHC simifi I molekiilleri, genellikle ER (Endoplazmik Retikulum) gibi
hiicre i¢i organellerde sentezlenir ve burada peptite parcalari ile birlesir. Bu siiregte, antijenin
dogru katlanmas1 ve yapisal biitiinliigli onemlidir. Dogru katlanma, antijenin diizgiin bir sekilde
ic boyutlu yapisin1 almasini saglar, boylece peptite parcalar i¢in bir baglama yeri olusturur.
Ancak, bazi durumlarda HLA-B27 antijeni yanlis katlanabilir. Yanlis katlanma, antijenin dogru
yapisini alamamasina ve yanlig sekilde islem goérmesine neden olabilir. Bu durum, anormal
proteinlerin birikmesine ve bagisiklik sistemi tarafindan yanlis sekilde taninmasina yol agabilir.
Yanlis katlanmis HLA-B27 proteinlerinin bagisiklik sistemine sunulmasi, ankilozan spondilit

gibi otoimmiin hastaliklarin gelisiminde bir rol oynayabilecek otoimmiin yanitlara yol agabilir.

Yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ER fonksiyonunu bozarak ER stresine neden olabilir.
ER aracili yikim yolagi (ER-associated degradation, ERAD) gibi kalite kontrol siiregleri, yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesini Onleyebilir ve bdylece ER stres yanitini engelleyebilir
(Ellgaard ve Helenius, 2003). Ancak, bir yanlis katlanmis proteinin ERAD ile etkili ve tamamen
parcalanip pargalanmayacagi, tam olarak anlasilamayan bazi faktore baglidir. Son yillarda,
otofajinin ER homeostasisini korumada 6nemli bir rol oynadig1 ve daha genis bir 'entegre stres
yaniti'nin bir par¢asi oldugu anlagilmistir (Kroemer vd. ve ark., 2010). Otofaji, hiicresel igerigin
lizozomal parcalanmay1 saglayan korunmus ve siki bir sekilde diizenlenmis bir yolak olarak
bilinir (Kundu ve Thompson, 2008). Otofajinin bazal seviyeleri ¢ogu hiicrede mevcuttur ve bu
yolak, hiicresel farklilasma sirasinda veya besin yoksunlugu, yanlis katlanmis proteinlerin

birikmesi veya protein agregasyonu gibi bir dizi uyarici tarafindan artirilabilir.
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Sekil 4. ER proteinlerinin yanlis katlanmasinin sonuglar1 (Robert A. Colbert ve ark., 2014)

Yanlis katlanmig ER proteinleri, ERAD ile ortadan kaldirilabilir (Sekil 4); bu siire¢ ER'den
sitozole, ardindan ubikitinlenme ve proteazomal par¢alanma yoluyla gerceklesir. Olagandisi
proteinlerin temizlenmesine, 6zellikle ERAD yetersiz kaldiginda veya sitozolik proteinler bir
araya geldiginde, otofaji katkida bulunur. Stres yanit1 yollarini aktive etmeyen ER protein
agregatlari, hiicresel bozukluga katkida bulunabilir. Yanlis katlanmis veya ag¢ilmamis
proteinlerin varliginda BiP (Binding Immunoglobulin Protein), akut bir ER stres yaniti sinyal
verebilir; bu da IRE1, PERK ve ATF6'nin aktivasyonuna izin verir. XBP1 ve ATF6p50 aktif
transkripsiyon faktorleridir ve elF2a fosforilasyonu (P), ATF4 ve CHOP gibi iki ek UPR
transkripsiyon faktoriiniin translasyonel indiiksiyonuna yol agar; bu faktorler birlikte,
proteinleri katlama ve salgilama yetenegini artiran transkripsiyonel degisiklikleri
orkestrasyonlar. Bu siireg, ER stresini azaltarak basarili bir UPR'dan sonra transkripsiyonel
degisikliklerin azalmasiyla sonuglanir ve adaptasyona neden olur; bu da sonraki bir ER stres
yaniti i¢in esigi degistirebilir.

Katlanmamis Protein Yaniti (Unfolded Protein Response, UPR) ve ERAD, hiicredeki protein
kalitesinin kontrol edilmesi ve diizeltilmesinde 6nemli rol oynarlar. UPR, yanlis katlanmig
proteinlerin varliginda hiicredeki dengeyi korumak i¢in hizli bir yanit mekanizmasi sunarken,
ERAD bu proteinlerin hiicreden uzaklastirilmasina yardimci olur. Bu mekanizmalar, hiicredeki

stres durumlarini azaltarak hiicrenin normal fonksiyonlarini devam ettirmesine yardimc1 olur.
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4.2.4.3.1. Katlanmamis Protein Yamit1 (UPR)

UPR, hiicredeki ER stresine yanit olarak ortaya cikar ve hiicrenin i¢indeki dengeli durumu
korumay1 amaglar. Yanls katlanmis veya birikmis proteinlerin varligi, ER'de normal protein
katlanmas1 stirecini bozar. Bu durumda, UPR, hiicredeki anormal durumu diizeltmeye veya
hiicreyi adaptasyon saglamaya ¢aligir. UPR, ii¢ ana ER transmembran protein kompleksi (IRE1,
PERK ve ATF6) araciligtyla aktive olur.

a) IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1): Yanlis katlanmis proteinlerin birikimi durumunda,
IRE1 aktive olur. IRE1, hiicrede XBP1 mRNA'si1 (X-box binding protein 1) keser ve aktif
XBP1 (XBP1s) adi verilen bir form olusturur. XBP1s, UPR'nin hiicredeki adaptasyon
stireclerini yonetir ve ER stresine yanit olarak hiicredeki protein katlanma kapasitesini
artirabilir.

b) PERK (Protein Kinase R-like ER Kinase): ER stresine yanit olarak aktive olan PERK,
hiicredeki protein sentezini gecici olarak durdurur. Bu durum, hiicrenin yeni proteinlerin
sentezini azaltarak ER stresi ile basa ¢ikmasia yardimci olur. PERK, elF2a (eukaryotic
translation initiation factor 2 alpha) ad1 verilen bir translasyon faktoriinii fosforile eder. Bu
fosforilasyon, mRNA'larin translasyonunun azalmasina neden olarak yeni protein sentezini
kontrol eder. Ayrica, PERK, apoptozun baslatilmasina neden olabilen bir dizi
transkripsiyon faktoriinii (ATF4 ve CHOP) aktive edebilir; bu da nihai olarak sikintili
hiicrelerin uzaklagtirilmasina yol agabilir.

c) ATF6 (Activating Transcription Factor 6): ER stresi durumunda aktive olan ATF6, 6zel
genleri aktive eder. Bu genler, ER stresine yanit olarak hiicredeki protein katlanma

kapasitesini artirmaya ve ER stresine yanit olarak hiicreyi desteklemeye c¢aligir.

UPR, yanlis katlanmis veya birikmis proteinlerin varliginda hiicredeki homeostazi korumay1
amaglar. Bu mekanizma, hiicredeki anormal proteinlerle basa ¢ikmak i¢in bir dizi adaptif siireci
baslatarak, ER stresine kars1 hiicreyi korumaya c¢alisir. Ancak, asir1 veya uzun siireli ER stresi
durumunda, UPR'nin asir1 aktive olmasi hiicrede olumsuz sonuglara, hatta apoptoza (programli

hiicre 6liimii) yol agabilir.

BiP (Binding Immunoglobulin Protein), Unfolded Protein Response (UPR) sirasinda 6nemli bir
rol oynayan bir chaperone proteindir. Chaperon proteini, hiicrelerde proteinlerin dogru
katlanmasimni ve stabilitesini saglayarak yanlis katlanmig veya birikmis proteinlerin
diizenlenmesine yardimci olur. BiP, normal kosullarda bazi transmembran ER proteinlerine
baglanarak onlar1 inaktive eder. Ancak, yanlis katlanmis veya birikmis proteinlerin artmasiyla,
BiP bu proteinlerle etkilesime girer. BiP, bu durumda yanlis katlanmis proteinlerin iizerine

baglanarak onlar1 korur ve hiicredeki ER stresi sirasinda bu proteinlerin diizenlenmesine
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yardimei1 olur. BiP'nin bu rolii, UPR sirasinda ER stresinin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir.
ER stresinin artmasiyla, BiP yanlis katlanmis veya birikmis proteinleri stabilize eder ve
hiicrenin bu stres durumuna tepki vermesine yardimei olur. Bu siireg, hiicredeki homeostazin

korunmasina ve yanlis katlanmis proteinlerin diizenlenmesine katkida bulunur.
4.2.4.3.2. UPR ve sitokin diizenlenmesi

Sitokinler, hiicreler arasinda iletisim kurmaya ve bagisiklik sistemini diizenlemeye yardimct
olan proteinlerdir. UPR, ER stresine tepki olarak hiicre i¢indeki bir¢ok sinyal yolu iizerinde
etkili olabilir ve bazi durumlarda sitokin diizenlemesine katkida bulunabilir. ER stresi

durumunda, UPR'nin sitokinlerin liretimi veya salinimi lizerinde etkileri olabilir.

Interlokin-23 (IL-23) ve Interlokin-17 (IL-17) gibi bagisiklik sistemiyle ilgili molekiiller, AS
patogenezinde 6nemli bir rol oynayan bir aks olusturabilir. IL-23, bagisiklik sistemi hiicrelerini
aktive eden bir sitokindir. Th17 hiicreleri, IL-17 {ireterek iltthaplanmayn tetikler. IL-17, iltihaph
yanitlart diizenleyen bir sitokin olarak bilinir ve bu yanitlarin asir1 ve kronik hale gelmesine
katkida bulunabilir. IL-17"in, eklemlerdeki sinovyal zar1 etkileyebilecek ve eklem iltihabina
neden olabilecek bir etkisi vardir. IL-17, kemik rezorpsiyonu tetikleyerek, kemiklerde anormal
biiylimelere ve hasara yol agabilir. IL-23/IL-17 aksi, bagisiklik sisteminin denge dis1 yanitlarina

katkida bulunarak otoimmiin tepkileri uyarabilir.

AS'de yaygin olarak salgilanan sitokinler arasinda Tiimor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-o),
Interlokin-6 (IL-6), Interlokin-17 (IL-17), Interlokin-1 beta (IL-1p) gibi proinflamatuar
sitokinler bulunmaktadir. Bu sitokinler iltihaplanma siireglerini artirabilir, osteoklast
aktivitesini artirarak kemik hasarina neden olabilir ve bagisiklik sisteminin hiicrelerinin
etkilesimlerinde rol oynayabilir. Bu mekanizmalarin net etkisi, hiicre tipine, stres siddetine ve
diger cevresel faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilir. Ankilozan spondilit (AS),
bahsedilen proinflamatuar sitokinlerin artmig diizeylerine bagli olarak iltihaplanma siiregleriyle
iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, AS hastalarinda genellikle serum ve eklem sivisinda

yuksek seviyelerde proinflamatuar sitokinler tespit edilmistir.

ASnin tedavisinde, TNF-a inhibitorleri gibi ilaglar, bu sitokin seviyelerini diisiirmeye ve
iltihaplanma siireglerini kontrol etmeye yonelik olarak kullanilabilir. Bu tedavi yaklagima,
semptomlarin siddetini azaltmaya ve hastaligin seyrini yonetmeye yardimci olabilir. Bu
¢alismanin amaci, hastaligin immiin mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin HLA-B27 (+) ve
HLA-B27 (-) AS gruplarinda ve saglikli kontrollerde, yanlis katlanan proteinlerin hastalik
seyrine etkisi ve ER stresine bagl sitokin salinimlarimin saglikli kontrollere gore degisimini

incelemektir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Cahisma Grubu

Calisma grubuna, 8 Ekim 2021 tarihli 09.2021.1133 protokol kodlu Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu onaymin ardindan, i¢ Hastaliklari ABD Romatoloji BD poliklinigine basvuran
Assessment of SpondyloArthropathies (ASAS) ve New York Kriterlerine gére Ankilozan
Spondilit tanis1 kesinlesmis ve aydinlatilmis onam vermeyi kabul eden 30 AS hastas1 dahil
edilmistir. Otoimmiin/otoinflamatuvar hastalifi olmayan es sayida saglikli kontrol grubunu,
aydinlatilmis onam veren saglikli goniilliiler olusturmaktadir. Alinan tiim kan 6rnekleri, rutin
biyokimyasal testler i¢in bagvuran bireylerden toplanmistir. Calismaya katilmak icin erigkin
olmak disinda belirlenen bir yas kisitlamasi bulunmamaktadir. Tiim hastalarda periferik kan
orneklemesi oncesinde aydinlatilmis onam alinmis ve hastalarin demografik verileri, hastalik
bilgileri ve tedaviye yonelik maddelerden olusan hasta formu doldurulmustur. Ankilozan
Spondilit i¢in New York siniflandirma kriterlerini karsilayan HLA-B27 (+) ve HLA-B27 (-)
hasta ve saglikli kontroller ¢aligmaya dahil edilmistir. Hastalar Bath Ankylosing Spondylitis
Metrology Index (BASMI) kullanilarak spinal hareketlilik, Bath Ankylosing Spondylitis
Functional Index (BASFI) kullanilarak fonksiyonel kapasite ve Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index (BASDAI) kullanilarak hastalik progresyonu acisindan

degerlendirilmistir.

5.2. Kullanilan Aletler

Buzdolabi, Arcelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -80°C, Thermo (A.B.D)
Derin Dondurucu -20°C, Bosch (Almanya)
Mikrosantrifiij, IEC Micro-MB (A.B.D)
Otoklav, All American (A.B.D)

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)
Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Is1 Blogu, Techne DB-ZA (ingiltere)
Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)
Sogutmali Santrifiij [EC, MP4R (A.B.D)

LightCycler 480, Roche (Isvigre)
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CytoFLEX, Beckman Coulter (A.B.D)

Thermal Cycler, Bio-Rad (A.B.D)

ELISA Reader, Agilent (A.B.D)

5.3. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Falkon Tiip 50 mL, TPP (Isvigre)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvigre)

Ependorf Tiip 1,5 mL, Axygen (A.B.D)

Ependorf Tiip 2,0 mL, Axygen (A.B.D)

Mikropipet Uglari, Axygen (A.B.D)

Filtreli Mikropipet Uglari, Axygen (A.B.D)

Ependorf Tiip 0,5 uL, Axygen (A.B.D)

5.4. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

Etanol, Merck, (Almanya)

Molekiiler Biyoloji Sinif Saf Su, Applichem, (A.B.D.)
PBS, Applichem, (A.B.D.)

RNAZz free su, Sigma, (A.B.D.)

Lymphocyte Seperation Medium Ficoll, Capricorn Scientific (Almanya)
BIOLEGEND PE Goat anti-mouse IgG

BIOLEGEND Alexa Fluor 647 anti-human HLA-A,B,C
Thermo Fisher CD45 Polyclonal Antibody

Thermo Fisher HLA Class | Heavy Chain Monoclonal Antibody (HC10)
EcoPure Genomic DNA Kit, Eco-Tech (Tiirkiye)
EcoPure Total RNA Kit, Eco-Tech (Tiirkiye)
SensiFAST cDNA Synthesis Kit , Bioline (A.B.D)
ELISA Kit, AFG Bioscience (A.B.D)

SensiFAST SYBR No-ROX Kit, Bioline (A.B.D)
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5.5. Kullanilan Primerler

Primerler https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/ {izerinden tasarlandiktan sonra
tirettirilerek, liyofilize formda satin alinmistir, ana stok igin steril distile su ile sulandirilmigtir

ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

5.6. Kullanilan Cozeltiler

Calismada asagidaki ¢ozeltiler kullanilmigtir.

RNA izolasyonu

a) Yikama Tamponu 2

Kitte saglanan Wash Buffer’in tizerine 32 ml %100 ethanol (EtOH) eklendi.
Eliza ile Plazmadaki Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

b) Yikama Tamponu

Kitte saglanan 20 ml yikama tamponu alinarak (30x) distile su ile totalde 600 ml olacak sekilde

seyreltilmistir.
5.7. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre (PBMC) ve Plazma izolasyonu

Alinan kan 6rneklerinden PBMC izolasyonu Lymphocyte Separation Medium Ficoll (yogunluk;
1,077 g/mL) (Capricorn Scientific) kullanilarak yogunluk gradient santrifiijlemesi yontemi ile
asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi (Jia vd.,2017). PBMC izolasyonu, kan alim
isleminden sonra <4 saatte oda sicakliginda bekletilen kanlardan gerceklestirildi (Mallone vd.,

2011).

a) 2 ml kan 6rnegi, 2 ml fosfat tamponlu salin (PBS) (kalsiyum ve magnezyum igermeyen)
(oda sicakligindaki) soliisyonu ile seyreltildi.

b) PBS ile seyreltilmis kan 6rnekleri 4 ml Ficoll’{in iizerine eklendi ve 1000 g x 30 dakika
20°C’de (with no brake) santrifiij edildi.

¢) Ilk santrifiijin ardindan sirasiyla; en iistte plazma, PBMC katmam, Ficoll katmani,
graniilosit katmani ve tiipiin en altinda eritrosit katmani olusturacak sekilde hiicre ayrimlari
elde edildi.

d) Ustteki plazma pipet yardimiyla kriyojenik tiiplere alinip -20°C’de sakland1 ve PBMC’ler
15 mI’lik yeni bir santrifiij tiipiine aktarildu.

e) Mononiikleer hiicrelerin iizerine ii¢ hacim PBS eklenerek yikandi ve 250 g x 10 dakika
20°C’de (brake on) santrifiij edildi.

f) Santrifiijiin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve yikama iglemi bir kez daha tekrarlandi.

g) Son olarak PBMC’ler PBS iginde yeniden siispanse edildi
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h)

)

[zolasyondan sonra hiicreler Hematoloji Analizériinde diisik WBC modunda sayildi.
Lenfosit ve monositlerin mutlak hiicre sayilarinin, tiim PBMC sayisin1 temsil ettigi ve bu
hiicrelerin yiizdesinin geri kazanilan PBMC'lerin saflig1 oldugu kabul edildi (Jia vd.,2017).
Hiicreler sayildiktan sonra, PBS’i uzaklastirmak i¢in 250 g x 10 dakika 20°C’de (brake on)
santrifiij edilir.

Santriflijiin ardindan silipernatant uzaklastirildi, hiicreler kriyojenik tiiplere alindi ve -
80°C’de saklandu.

5.8. RNA Izolasyonu

Periferik kandan RNA izolasyonu Ecotech EcoPure Total RNA Kit (Cat No: E2075)

kullanilarak, kitin yonergeleri dogrultusunda gerceklestirilmistir.

a)
b)

c)
d)

e)

f)

9)

h)

i)

)
K)

100 pl taze kan RNase icermeyen mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

Her 100 pl kan 6rnegine 400 pl Lysis Binding Buffer eklenir. Pipetaj yapilarak iyice
karistirild1 ve 10 saniye vorteks yapildi.

Lizata 400 pl etanol (%96-100) eklendi ve 10 saniye vorteks yapilarak karistirildi.
Toplama tiipiine kolon yerlestirildi ve lizat kolona aktarildi. Oda sicakliginda 30 saniye
maksimum hizda santrifiij yapildi.

Toplama tiipii atildi. Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi ve 400 pl Yikama Tamponu 1 eklendi.
Oda sicakliginda 30 saniye maksimum hizda santrifiij yapildu.

Toplama tiipii atild1. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 500 pl Yikama Tamponu
2 eklendi. Oda sicakliginda 30 saniye maksimum hizda santrifiij yapildu.

Toplama tiipii dokiildii ve 200 pl Yikama Tamponu 2 eklenerek maksimum hizda 2 dakika
santriflyj yapildu.

Kolon temiz RNase i¢cermeyen 1,5 mL mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi.

Kolona 30-50 pl Eliisyon Tamponu eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.
Oda sicakliginda 30 saniye maksimum hizda santrifiij yapildu.

Kolon atild1 ve saflagtirilmis RNA kullanima kadar -80°C’de sakland.

5.9. RNA’dan cDNA Sentezi ve Gen Ekspresyon Analizi

Izole edilip -80°C’de saklanan RNA’lardan cDNA sentezi SensiFAST ¢cDNA Synthesis Kit

(Bioline, BIO-65053) yardimiyla kitin yonergelerine uygun olarak yapilmistir.

a)

b)

cDNA sentezine baglamadan once -80°C’de saklanan RNA tiiplerinin erimesi saglanmis ve
caligmaya baslamadan 6nce 15 saniye santrifiij edilmistir.

Tim RNA tiipleri ve reaksiyon i¢in gerekli malzemeler calisma boyunca buzda

bekletilmistir
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¢) Kitin soliisyonlari reaksiyon karigimini hazirlamadan 6nce vortekslenmistir.

d) Reaksiyon karigimi tabloda verilen hacimlerde bir tiip iginde hazirlanmistir.

Tablo 5. cDNA sentezi igin reaksiyon karigimi

Total RNA / mRNA (1ug’a kadar) - nul
5X TransAmp Buffer - 4u
Reverse Transcriptase - 1w
DNase/Rnase free su - Upto20ul

a) Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra RNA’lar asagida belirtilen programa uygun olarak
1s1 dongii cihazina (thermal cycler) konulmustur.

b) Elden edilen cDNA iiriinleri XBP1, ATF6, IRE1 ve PERK gen ekspresyon ¢aligmasina kadar
-20°C’de saklanmustir.

Tablo 6. cDNA protokolii

25°C 10 dakika (primer baglanma)
42°C 15 dakika (ters transkripsiyon)
85°C 5 dakika (inaktivasyon)

4°C 10 dakika

Gen Ekspresyon Analizi

Calismaya baslamadan 6nce elde edilen cDNA’lara 20 pl su eklenerek seyreltme islemi

yapilmistir.

Caligmada kullanilan XBP1, ATF6, PERK, IRE1 ve GAPDH primerleri liyofilize formda alinip

steril distile su ile sulandirilarak ana stok olusturulmus ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

a) Calisma Light Cycler 480 RT-PCR cihazinda Bioline SensiFAST SYBR No-ROX Kit
kullanilarak gergeklestirilmistir.

b) Kitin soliisyonlar1 reaksiyon karisimini hazirlamadan 6nce vortekslenmistir.

€) Reaksiyon karigimi tabloda verilen hacimlerde hedeflenen gen ve housekeeping gen igin
ayr1 5 tiip i¢inde hazirlanmugtir.

d) 96 kuyulu Real Time PCR plate’inin her bir kuyusuna hazirlanan karigimdan 15 pl dagitilip,
daha sonra her bir kuyucuga 5 pul cDNA eklenmistir.

e) Hazirlanan plate Light Cycler 480 RT-PCR cihazina yerlestirilerek dongii kosullart

olusturulmus ve analiz gergeklestirilmistir.
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Tablo 7. RT-PCR reaksiyon igerigi

GAPDH XBP1 PERK IRE1 ATF6
Hacim | Final Hacim | Final Hacim | Final Hacim | Final Hacim | Final
Kons Kons Kons Kons Kons.
2X 1oul | 1X 1oul | 1X ou |1X ou | 1X 1oul | 1X
SensiFAST
SYBR

10 uM F|0,8ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM
Primer
10 uM R |0,8ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM | 0,8 ul | 400nM
Primer
Su 3,4 ul 3.4 ul 3.4 ul 3,4 ul 3,4 ul

Tablo 8. PZR dongii kosullari

Dongii Sayisi Sicaklik Zaman Not
95°C 2 dakika Polimeraz aktivasyon
95°C 5 saniye Denatiirasyon
60-65°C 10 saniye Primer Baglanmasi
72 °C 20 saniye Uzama

5.10. Eliza ile Plazmadaki Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum orneklerinden ELIZA yontemi (AFG Bioscience) ile TNF-a, IL-6, IL-1p ve IL-17
diizeyleri 6l¢iilerek inflamatuvar sitokinler degerlendirilmistir. Eliza kitin yonergelerine uygun

olarak asagida anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

a) Periferik kandan elde edilen serum ornekleri 2000-3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir.

b) Santrifjiin ardindan supernatant alikotlanarak ¢alisma yapilana kadar -20°C’de saklanmistir
(Serum ornekleri kuyucuklara dagitilana kadar buz tizerinde tutulmustur).

€) Calismaya baslamadan 6nce, 600 ml 1X konsantrasyonda yikama tamponu hazirlanmistir.
Bunun i¢in 20 ml yikama tamponu alinarak (30x) distile su ile seyreltilmistir

d) Calismanin standartlarini olusturmak igin ilk olarak her standart tiiptine 50ul standart

diliient eklenmis, ardindan asagidaki tabloda verildigi sekilde seri dillisyon yapilmistir.

Tablo 9. Eliza standart miktarlari
100uy & 10001 @ soutY £ 5001
Tiip 6 5 4 3 2 1

ng/L 18X 12X 8X 4X 2X X 0

o

a) Kullanilacak tiim standartlar ve kimyasallar hazirlandiktan sonra, standart kuyularma 50 pl
standart diliient eklenmistir.
b) 6 Ornek kuyularina 40 pl drnek diliient eklendikten sonra, diliientin iizerine 10 pl serum

eklenip drneklerin seyreltilmesi saglanmistir.
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¢) Tiim ornekler ve standartlar dagitildiktan sonra plate kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmisgtir.

d) Inkiibasyonun ardindan kuyulardaki sivi uzaklastirilip, tiim kuyulara yikama soliisyonu
eklenmistir. 30 saniye bekledikten sonra yikama soliisyonu uzaklastirilmistir. Bu islem 5
kez tekrarlanmistir.

e) Yikama islemlerinin sonra blank kuyusu haricindeki tim kuyulara 50 pl HRP-Konjugat
soliisyonu eklenerek plate kapatilmistir ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

f) Inkiibasyonun ardindan kuyulardaki sivi uzaklastirilip, tiim kuyulara yikama soliisyonu
eklenmistir. 30 saniye bekledikten sonra yikama soliisyonu uzaklastirilmistir. Bu islem 5
kez tekrarlanmigtir.

g) Yikama asamasindan sonra tiim kuyulara 50 pl Chromogen Soliisyon A ve 50 pul
Chromogen Soliisyon B eklenerek ve 37°C’de 15 dakika karanlik bir ortamda inkiibe
edilmistir.

h) Inkiibasyondan sonra tiim kuyulara 50 pl Stop Soliisyonu eklenerek reaksiyonun
durdurulmasi saglanmigtir. (Bu asamada kuyulardaki mavi rengin sariya donmesi
beklenmektedir).

i) Stop Soliisyon eklendikten sonra (15 dakika iginde) Eliza okuyucuda 450 nm’de absorbans

Ol¢iimii gergeklestirilmistir. (Blank kuyusu 0 olarak hesaplanacaktir).
5.11. Akis Sitometrisi ile Hatalh Katlanan Proteinlerin Tespiti

Izole edilip -80°C’de saklanan PBMC tiiplerinin erimesi saglanmis ve calismaya baslamadan
once vorteks yapilmistir. PE Goat anti-mouse 1gG (BIOLEGEND,405307), Alexa Fluor 647
anti-human HLA-A,B,C (BIOLEGEND, 311414), CD45 Polyclonal Antibody (Thermo
Fisher,20103-1-AP) ve HLA Class | Heavy Chain Monoclonal Antibody (HC10) (Thermo
Fisher, MUB2037P) antikorlar1 kullanilarak asagidaki yonergeye gore gerceklestirilmistir.

a) Eriyen ve vortekslenen PBMC &rnekleri 15°lik falkonlara alinarak, 14 mL PBS eklenmistir.

b) 1700 x g ‘de 5 dakika santrifiij edilmistir ve sonrasinda supernatant uzaklastirilmistir.

€) Olusan pelletin tizerine 2 mL PBS eklenerek vorteks yapilmuistir.

d) Bos akis sitometrisi tiiplerine 1 mL HC10 antikoru eklenmistir. Sonrasinda, PBS ile
hazirlanan hiicreden 500 pl eklenerek vorteks yapilmistir.

e) 30 dakika +4°C’de inkiibe edilmistir.

f) Kontrol igin, 2 pl izotip kontrol (IgG) ve 200-300 ul PBS ile hazirlanan hiicre yeni bir tiipe
eklenerek vortex yapilmistir. 30 dakika +4°C’de inkiibe edilmistir.

g) Inkiibasyon sonrasi hasta ve kontrol tiiplerine 2 mL PBS eklenerek vorteks yapilmistir.

h) 1700 x g ‘de 5 dakika santrifiij edilmistir ve sonrasinda supernatant uzaklastirilmistir.

23



)

K)

Uzerlerine 10 pl PE eklenerek vorteks yapilmistir. Sonrasinda 30 dakika +4°C’de inkiibe
edilmisgtir.

Inkiibasyon sonras1 yikama i¢in, hasta ve kontrol tiiplerine 3 mL PBS eklenerek 1700 x g
‘de 5 dakika santrifiij edilmistir ve sonrasinda supernatant uzaklastirilmistir. Uzerine 2 mL
PBS eklenerek vorteks yapilmistir. Kontrol tiipii akim sitometrisi cihazina okutularak,
analizi yapilmistir.

Hasta ve saglikli kontrollerin inkiibasyonunun ardindan, T hiicrelerine baglanan CD3
antikoru 5 pl, monositlere baglanan CD14 antikoru 2,5 pl, B hiicrelerine baglanan CD20
antikoru 2,5 pl ve dogru katlanan proteinlere baglanan W6/32 antikoru 5 pl olarak tiiplere
eklenerek vorteks yapilmigtir. Sonrasinda, 30 dakika +4°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 mL PBS eklenerek vorteks yapilmistir ve akim sitometrisi

cihazina okutularak analizi yapilmistir.

Tablo 10. Akim sitometrisinde kullanilan antikorlar ve antikor isaretleri

Floresan Antikor
FITC CD3

PE HC10
Alexa Flow 647 (APC) CD14
FITC CD3
V450 CD20
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6. BULGULAR

Calismaya 30 AS hastas1 (20 erkek, 10 kadin) ve 30 saglikli birey (15 erkek, 15 kadin) olmak
tizere toplam 60 birey alindi. Calismaya katilan 30 hastanin demografik verileri incelendiginde
yas, cinsiyet, medeni ve egitim durumu benzerdi. Hasta ve saglikli bireylerin ortalama yasi
sirastyla 45,3+£11,58 ve 43,45+£8,21 yil idi ve yas degiskeni agisindan gruplar benzerdi. Otuz
AS hastasinin 27’sinde (%90) HLA-B27 pozitif saptandi. AS hastalarinin demografik ve klinik

verileri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Hastalik aktivite dlgimleri ile hasta gruplari arasindaki karsilagtirma

Hasta (n=30) Saghkh Kontrol Anlamhbk | P
(ortalama+tmutlak (n=30) Testi (t-test)
sapma) (ortalamatmutlak
sapma)

Yas 453+11,58 43,45+8,21 7.138 4,782
BMI 28,07+4,55 26,32+3,65 1.4376 1.570
BASDAI 3,8£2,14 - - -
BASFI 1,80+2.22 - - -
ESR(mm/h) 12,89+8,13 16,3+3,14 1.7841 807
CRP(mg/L) 9,61+11,09 2,36+0,70 2.9097 55

CRP, C-reactive protein; BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; BASFI, Bath Ankylosing
Spondylitis Function Index; ESR, Erythrocyte Sedimentation Rate; BMI, Body Mass Index

AS hastalar1 ve saglikli kontrol grubu karsilagtirildiginda CRP degerleri AS hastalarinda

anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 5). Hasta grubunun klinik parametreleri
degerlendirildiginde, 30 hastanin %?23,3’linde (7 kisi) radyografik sakroiliit varligi ve
%6,66’s1inda (2 kisi) bambu omurga varligi gozlenmistir. 30 hastanin %23,3’iinde (7 kisi)
omurga tutulumu saptanmustir. iskelet dis1 tutulumlarda 30 hastanin %10’unda (3 kisi) iiveit,
%10’unda (3 kisi) entezit izlenmistir. Hastalarin aile oykiisli incelendiginde 30 hastanin
%20’sinde (6 kisi) birinci dereceden yakininda AS tanist konulmustur. Hastalarin % 10°u sigara

kullanimin belirtmis olup, hastalikla ilgili anlamli bir iliski gozlenmemistir.
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Sekil 5. AS hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda CRP diizeyinin dagilimi

6.1. Gercek Zamanh PZR Sonuclar

Periferik kan 6rneklerinden elde edilen RNA'lar cDNA'ya doniistiiriildii ve ardindan gergek
zamanl kantitatif PCR ile analiz edilerek goreceli kantifikasyon yontemiyle degerlendirildi.

30 hasta ve 30 saglikli bireyin analizi yapildi. Housekeeping olarak kullanilan GAPDH ile

2782Ct yintemi kullanilarak elde edilen ekspresyon diizeyleri ile XBP1,

normalizasyon yapildu.
ATF6, IRE1 ve PERK gen ekspresyon analizi yapildi (Sekil 6). Hasta ve kontrol gruplarinin

karsilastirilmast Student t-testi analizi ile yapilmistir.

XBP1, IRE1 ve PERK gen ekspresyon diizeylerinin Student t-test degerleri sirasiyla t= 0,255,
t= 0,462 ve t= 0,556 olarak hesaplanmis olup, hastalar ve saglikli kontrollere gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdzlenmemistir (p>0,05). Buna ragmen, AS hastalar1 ve saghkli
kontrollerin ATF6 gen ckspresyon degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.001).

Hasta Kontrol

IRE1 PERK ATF6 XBP1
ACt ACt ACt ACt

Sekil 6. IRE1, PERK, ATF6 ve XBP1 ekspresyon seviyeleri
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Hasta ve saglikli kontrollere ait Gergek Zamanli PZR amplifikasyon egrileri (Sekil 7, Sekil 8),

XBP1’e ait erime sicakligi egrileri ve erime pikleri asagida verilmistir

Melting Curves

53.965]
19965
44 9661

g_.‘as.sss —

$ 24956

g 2396

§ 20 981

2 13,965 | e
14 96
9,966 ]
4,955

66 68 70 72 74 76 78 60 82 64 8 68 9% 9% 94 %
Temperatue ('C)

Sekil 7. Hastalarin ve saglikli bireylerin XBP1 erime sicakligi egrileri

14,889
13.389
11.889

10,389

§

AddT) Fluotescence (465.510)
LR T, B
g8 8 8 %

3

01114

B & N 72 4 ® B 80 8 64 66 88 N R U B
Tempetatwe (*C)

Sekil 8. Hastalarin ve saglikli bireylerin XBP1 erime pikleri
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Sekil 9. Hastalarin ve saglikli kontrollerin IRE1 amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

25,690
23,1904
20,690+
18,190+

_._._.
e
g 8

Fluorescence (465-510)
o o o
g @& 2

3.1904

5 10 15 20 % 0 S 40

Sekil 10. Hastalarin ve saglikli kontrollerin ATF6 amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves
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Sekil 11. Hastalarin ve saglikli kontrollerin XBP1 amplifikasyon egrileri
6.2. Eliza Sonuclar

Periferik kan 6rneklerinden elde edilen serum drneklerinden ELIZA yontemi ile TNF-a, IL-6,
IL-1B ve IL-17 diizeyleri dlgiilerek inflamatuvar sitokinler degerlendirilmistir. 30 hasta ve 30
saglikli kontroliin serumlarinda bulunan proinflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlar1 (Tablo
12, Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15) ve diliie edilen standartlarin konsantrasyonlart (Sekil 12,
Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15) asagida belirtildigi gibidir. Hasta ve kontrol gruplarinin

karsilastirilmast Student t-testi analizi ile yapilmistir.

Hastalarin serumlarindaki IL-17, IL-1B ve IL-6 diizeylerinde (sirastyla t= 0,119827593, t=
0,0662005244, t= 0,1114285624) saglikli kontrollere gore istatiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemistir (p>0,05). Bununla birlikte, AS hastalarinin serumlarindaki TNF-a diizeyleri

(t= 0,02689634079) saglikli kontrollere gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 12. Hasta ve saglikli kontrollerin serumlarindaki proinflamatuvar IL-17’nin
konsantrasyon degerleri

ST1 ST1 IP151 |IP152 |IP153 |IP154 [IP155 [IP156 [IP157 (IP158 ([IP159 ([IP160

ST2 ST2 IP161 ([IP162 [IP163 |IP164 |IP165 |IP166 [IP167 [IP168 [IP169 |IP170

ST3 ST3 IP171 (IP172 (IP173 |IP174 |IP175 |IP176 [IP177 [IP178 |IP179 |IP180

ST4 ST4 IP181 |IP182 |IP183 |IP184 [IP185 [IP186 |[IP187 ([IP188 ([IP189 ([IP190

ST5 ST5 K3 K4 K5 K6 K8 K9 K10 K11 K12 K13

BL BL K17 K18 K19 K20 K21 K22 K23 K24 K25 K26

K27 K28 K29 K30 K31 K32 IP164 |IP175 [IP178 [IP156 |[IP180 |IP154

IP168 |IP182 [IP204 |K6 K10 K12 K18 K21 K24 K28 K30 K32

30,898 42,572 25,236 21,116 30,33 39,777( 58,701 24,109( 22,798 27,589

30,14| 36,899| 27,306 76,743| 35,084| 22,985| 38,721 30,33 34,416| 76,439

Kons. Pg/mL 44,893| 32,417| 23,922 22,33| 23,36| 24,391| 22,424| 31,183 72,391

31,847| 19,718| 20,65| 31,847 30,993 23,172| 32,512 46,932| 32,132

67,864 23,734 25,33| 24,203| 49,952| 33,273| 26,646| 43,055| 29,856

88,928 73,401 80,816 39,681 19,811 27,306 32,322 32,892 67,263

33,273 23,36| 24,86 32,132 52,888| 28,816 46,543| 18,045 25,424| 37,857| 50,147 35,465

28,627 22,424 21,49| 31,562| 27,872 31,847 85,94| 22,705| 25,612| 40,162 38,433
60
50 e
40
30
20
10
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Sekil 12. IL-17 standartlarinin konsantrasyon degerleri (pg/mL)
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Tablo 13. Hasta ve saglikli kontrollerin serumlarindaki proinflamatuvar IL-6 konsantrasyon
degerleri

7,7 8,3 9,2 12,1 9,7 17,6 19,3 7,5 10 11,3
11,6 8,3 13,9 25,7 9,7 7,2 10,9 6,5 8,5 8,7
Konsantrasyon
ng/L 7,5 8,2 7,1 92,9 4,7 8,1 10,8 5,2 6,3 37,1
7,7 5 6,5 20,3 11 7,4 10,3 7,1 7,3 14,8
72,6 16,3 9,3 8,6 4.4 10,6 54 12,6 14,8 11,6
17,5 9,6 12,2 70,1 48,7 8 5,9 8,2 24,1
9,2 7,8 6,6 9,6 8,7 15,3 28,7 6,8 11,2 9
17,2 34,2 9,2 13,8 13,8 20,9 10,8 58 33,1 48,1 6
IP151 |IP152 |IP153 (IP154 [IP155 |[IP156 |IP157 |IP158 [IP159 (IP160
|Ornek Kodlan IP161 |IP162 |IP163 |IP164 |IP165 |IP166 |[IP167 |IP168 |IP169 |IP170
IP171 |IP172 |IP173 (IP174 [IP175 [IP176 |IP177 |IP178 [IP179 (IP180
IP181 |IP182 |IP183 |IP184 |IP185 |IP186 |IP187 |IP188 |IP189 |IP190
IP191 |IP192 |[IP193 |[IP194 [IP195 [IP196 |IP197 [IP198 [IP200 [IP201
IP202 |IP203 |K1 K2 K3 K4 K5 K6 K8 K9
K10 K11 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29
K30 K31 K32 K33 K34 K12 K13 K17 K18 K19 K20 K21
16
14
-"
12
10
o
8
6 X A
.h
2 =
.
¢
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Sekil 13. IL-6 standartlarinin konsantrasyon degerleri (ng/L)
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Tablo 14. Hasta ve saglikli kontrollerin serumlarindaki proinflamatuvar TNF-a konsantrasyon
degerleri (ng/L)

223,71 204,4( 180,7( 337,8( 368,1| 577,4| 6414 469 362 372,7

|k onsantrasyon 472,11 343,9| 802,6] 1196] 4352 356| 380,3| 369,6| 4429 4138
ng/L 283,5| 319,7| 306,1| 2871 336,3| 334,8| 328,7| 427,6| 407,7] 2003
351,41 2521 3257 710,7{ 398,6( 1955| 255,1] 2372 241,6| 6728

1877 495,2| 436,8] 205,9 426] 569,6] 400,1| 7059| 7486 4383

693,3| 3772 622,6( 3528 2815 1895 456,7 394 3712 9147

504,5| 472,1| 544,77 4798 462,9( 657,11 1281| 509,1| 4952 5774

693,3| 1672| 3848 0| 510,6] 6524 513,7| 2768 1563 3433 2050 459,8

IP151 |IP152 |IP153 ([IP154 ([IP155 |[IP156 [IP157 [IP158 |[IP159 |IP160

Ornek Kodlart IP161 |IP162 |IP163 (IP164 [IP165 |[IP166 [IP167 [IP168 [IP169 |IP170

IP171 |IP172 |IP173 (IP174 (IP175 [IP176 [IP177 [IP178 [IP179 |IP180

IP181 |IP182 |IP183 (IP184 (IP185 |[IP186 [IP187 [IP188 [IP189 |IP190

IP191 |IP192 |IP193 (IP194 (IP195 |(IP196 [IP197 [IP198 |[IP200 |IP201

IP202 |1P203 |K1 K2 K3 K4 K5 K6 K8 K9

K10 K11 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29

K30 K31 K32 K33 K34 K12 K13 K17 K18 K19 K20 K21

350
300 e
250 :

Yoo .

150 :

100 o

50 .

Sekil 14. TNF-a standartlarinin konsantrasyon degerleri (ng/L)
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Tablo 15. Hasta ve saglikli kontrollerin serumlarindaki proinflamatuvar IL-1p konsantrasyon
degerleri (ng/L)

16,79] 19,91] 17,24] 1757[ 2411] 3547 29,11] 14,94] 1387 16,47
Konsantrasyon 1545 11,95 21,95] 4413 19,91] 12,99 14,75] 18,54| 10,33] 12,99
ng/L 16,6] 14,12| 1815 1368 13,93] 14,24] 1399] 12,87 1506 65,1
19,19| 12,69] 18,61 37,85 13,99 11,35] 14,12] 9,92| 1299 24,89
112,1] 21,88] 2011] 1621 1481] 19,39 17,18] 37,26] 27,3[ 17,11
44,4 175 2385] 386] 262,2| 77.6] 17,76] 12,93 17,89] 51,31
14,24 19,98] 11,65] 1757 14,05 27,75] 47,64] 12,87| 157 20,11
34,13]  5452| 18,74 2326 2345 31,08] 2652] 120,1] 70,34] 453.8] 77,78] 14,75
IP151 [IP152 [IP153 [IP154 [IP155 [IP156 [IP157 [IP158 [IP159 [IP160
Ornek Kodlar IP161 [IP162 [IP163 [IP164 [IP165 |[IP166 |IP167 [IP168 [IP169 |IP170
IP171_[IP172 [IP173 [IP174 [IP175 |IP176 [IP177 |IP178 |IP179 |IP180
IP181 [IP182 [IP183 [IP184 [IP185 |[IP186 |IP187 [IP188 [IP189 [IP190
IP191 [IP192 [IP193 [IP194 [IP195 [IP196 [IP197 [IP198 [IP200 |IP201
1P202 [IP203 [K1  [K2  |K3  |K4 [K5 |K6  |K8  |K9

K10 [K11 |K22 |K23 |K24 |K25 |K26 |K27 |K28 |K29

K30  [Kal K32 |k33 [K34 [K12 [K13 |K17 |K18 |K19 [K20 |K21

25
20
15 o

10 ’

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
Sekil 15. IL-1p standartlarinin konsantrasyon degerleri (ng/L)
6.3. Akis Sitometrisi Sonuclari

Periferik kan 6rneklerinden elde edilen mononiikleer hiicrelerde (PBMC) hatali katlanma tayini
yapilmustir. 30 AS hastast ve 30 saglikli kontrol, T hiicrelerine baglanan CD3 antikoru,
monositlere baglanan CD14 antikoru, B hiicrelerine baglanan CD20 antikoru, dogru katlanan
proteinlere baglanan W6/32 antikoru ve hatali katlanan proteinlere baglanan HC10 antikoru ile
inkiibe edilmis olup, BD FACSDiva™ Software ile analiz edilmistir. Siiflandirma islemi T
hiicrelerine gore yapilmistir. Hasta ve kontrollere ait akis sitometrisi grafileri Sekil 16, Sekil 17

ve Sekil 18’de gosterilmistir.
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Tablo 16. Hasta ve saglikli kontrollerde tespit edilen lenfosit, T lenfosit, HC10 antikorlarinin

ylizdeleri

Lenfosit (%0) T Lenfosit (%) HC10+
KONTROL 14,79+6,38 60,24+7,02 0,3+0,220
HASTA 29,14+12,05 65,859,046 0,813+0,377

Hasta ve saglikli kontrollerde hatali katlanan proteinlere baglanan HC10 antikor degerleri AS

hastalarinda saglikli kontrollere gore artis gostermis (t= 6.1050) ve istatiksel olarak anlaml

bulunmustur (P<0.0001) (Tablo 16). B

ununla birlikte, HLA-B27 negatif hastalarda eser

miktarda HC10 antikoru gozlenmistir; fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil

17).
IF164-1F1 64 IF1 Gd-IF1 64
< o E =1 = E
& & ¢ &
m |72 -
Lin} = w =
= &
:F' AL 3 :
TTTI LILLRLLL | TTTITm T T T IIIIII| T IIIIII1 T IlIIIlI| T IIIIlII| T
10 10 1t 108 1 10’ 10* 1
HC10 PE-A WB/32 APC-4
IP164-1P1 64
e Tube: IP164
1—01: Population #Events %Parent %Total
q 2
L'l.l E HC104 WGIS2+HC1|}+ . All Events 17,460 ey 100.0
o A . LENFOSIT 4,844 277 277
= = ' B TCELL 3297 B68.1 189
274 f B HC10+ ! 13| 03
] We/32+HC10- <] WEI32+HC 10+ 39 12 02
“.E.“ : o (<] NEGATIF 3.137 951 18.0
o NEGATIF S - | (X WeB2+HC10- 77 23 04
o B "l B CELL 854 176 49
R I L /L) UL R O I L I LD
0 10’ 1n° 10* 1
=132 WEII2 APC-A

Sekil 16. IP164 kodlu HLA-B27 pozitif hastaya ait akis sitometrisi grafileri

IP185-1P185

" Heto+ Tube: IP185
. ] W6[32+HC10+ Population #Events %Parent %Total
4 =3 Il Al Events 12.800|  #### 1000
w3 I LENFOSIT 5200/ 406 406
oo ] [l T CELL 4133) 795/ 323
O =3 3 B3 HC10+ 7| 02 01
i il W6/32+HC10- [ WB/32+HC10+ 10| 02| 01
y e X NEGATIF 4105 993 321
3 " [ We/32+HC10- 1 03 0.1
== W BCELL 461| 89| 36

? 3 Tr 1 [ l ] T IIIIIITI T 71 II""] T Tl“ﬂl] T
-10% 102 10 10 10°
528 WB/32 APC-A

Sekil 17. IP185 kodlu HLA-B27 negatif hastaya ait akis sitometrisi grafileri
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Sekil 18. K45 kodlu hastaya ait akis sitometrisi grafileri
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7. TARTISMA VE SONUC

Ankilozan spondilit (AS), kronik ve enflamatuar bir romatizmal hastaliktir. Genellikle
omurgay1 etkileyen bu hastalik, zamanla omurlar arasindaki eklemleri sertlestirebilir ve
kaynagstirabilir. AS genellikle geng yetiskinleri ve erkekleri daha sik etkiler, ancak her yas ve
cinsiyetten kisiyi etkileyebilir. AS'nin belirtileri arasinda sirtta ve belde agri, sabahlar sertlik,

hareket kisitliligi, sislik ve tiveit bulunabilir.

AS tedavisinde amag, agriy1 azaltmak, iltithab1 kontrol altinda tutmak ve hastanin hareket
kabiliyetini stirdiirmesini saglamaktir. Fizik tedavi, egzersiz, anti-enflamatuar ilaglar ve
biyolojik ilaclar tedavi se¢enekleri arasinda yer alabilir. AS genellikle yavas ilerler ve zaman
icinde omurga iizerindeki etkiler artar. Erken teshis ve etkili tedavi, hastaligin semptomlarini

hafifletmeye yardimci olabilir.

AS'nin tam nedeni bilinmemekle birlikte hastaligin patogenezini agiklamak icin ¢esitli
hipotezler ortaya atilmistir. Bu hipotezlerden biri olan hatali protein katlanmasi, HLA-B27
genine bagli olarak olusan proteinlerin hatali bir sekilde katlanmasinin ve yanhs katlanmig
proteinlerin birikiminin iltihaplanmaya neden olabilecegini savunmaktadir. Bununla birlikte,
AS'nin patogenezinin tam anlasilmasi i¢cin devam eden arastirmalar ve klinik ¢aligmalar
gereklidir. Bu teoriler, hastaligin temel mekanizmalarini agiklamak i¢in Oneriler sunmakla

birlikte arastirmalar devam etmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER), hatali veya yavas katlanan proteinlerin neden oldugu stresi
algilayarak katlanmamis protein yanitin1 (UPR) baslatmaktadir. UPR, ATF6, IRE1 ve PERK
transmembran proteinlerini aktive eder ve bu ER yerlesik proteinler araciligiyla cesitli
transkripsiyon faktorlerinin iiretimini, molekiiler saperonlarin indiiksiyonunu, protein
bozunmasinin artigini ve apoptoz olusumunu tesvik eder. ER stresi ayrica NF-xB yollarimi
aktive eder ve proinflamatuar sitokinlerin, 6rnegin TNFa, IL-1p, IL-6 gibi, salinimin1 uyararak
inflamatuar bir yanitin olusmasina neden olabilir. Bu mekanizmalar, hiicre i¢indeki homeostazi

korumak ve iltihaplanmay1 diizenlemek i¢in 6nemlidir.

Hatali katlanan proteinlerin AS patogenezindeki roliinii ortaya koymak amaciyla, AS hastalar1
ve saglikli kontrollerin T hiicrelerindeki hatali katlanan proteinlerinin tayini yapildi ve AS
hastalarinda hatali katlanan protein miktarini istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.

Bu sonug literatiirde yapilmis olan diger caligmalara benzer niteliktedir.

Colbert ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, kronik inflamasyon bulunan AS

hastalarinda, HC10 antikoru tarafindan tanian yanlis katlanmig HLA-B agir zincirleri belirgin
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bir sekilde goriilmiis olup saglikli kontrol grubu ve Crohn hastaligi tasiyan bireylerden olusan

grupta hatali katlanan protein gézlenmemistir (Colbert, R.A., ve ark., 2014).

Wang ve arkadaslarinin AS hastalarinda 1L-17 ve IL-23 ekspresyonunu ve IL-23"in IL-17
tiretimi tizerindeki etkisini inceledikleri bir ¢alismada, serum IL-17 ve 1L-23 seviyelerinin AS
hastalarinda anlamli sekilde yiiksek oldugunu belirlenmistir (Wang, X., ve ark.,2009). Bizim
calismamizda, IL-17 sitokin seviyesi hastalarin ¢ogunlugunda yiliksek olmasina ragmen,
saglikli kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli sonu¢ vermedi. Bununla birlikte, IL-6
ve IL-1B seviyelerinde iki grup arasinda anlamli bir artis olmazken, TNFa seviyeleri AS

hastalarinda saglikli kontrollere gore istatiksel olarak anlamli sonug verdi.

HLA-B27 pozitif ve HLA-B27 negatif bireylerde goriilen hastaligin olusumunun ve gelisiminin
ayni olup olmadig1 anlagilamamistir. Diger ¢alismalardan farkli olarak, HLA-B27 (-) ve HLA-
B27(+) hastalarda meydana gelen AS patogenezinde hatali katlanmanin yerini arastirdik ve
saglikli kontrollerle farkli parametreler ile karsilastirilarak hastalik olusumu ve gelisimi ile
iligkilendirdik. Elde edilen sonuglar yapilan diger calismalara paralel olarak, HLA-B27'nin
yanlis katlanmasi, endoplazmik retikulum (ER) stresine ve katlanmamis protein yanitinin
(UPR) aktivasyonuna yol acabilecegini kanitlar niteliktedir. Bu durum, hiicre igindeki
homeostazin bozulmasina ve inflamatuar yanitlarin tetiklenmesine neden olabilir. Yanlis
katlanmis proteinlerin birikimi, ER stresini artirabilir ve UPR'yi tetikleyebilir. Bu durum,
inflamasyonla iliskilendirilen sitokinlerin iiretimini artirabilir. Ozellikle IL-23 ve diger
proinflamatuar sitokinlerin artan iiretimi, ankilozan spondilitin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayabilir. Verilerin daha net ve giivenilir bir sekilde anlagilabilmesi i¢in daha fazla hastanin
dahil edildigi ileri prospektif caligmalara ihtiyac vardir. Bu tiir calismalar, ankilozan spondilitin
patogenezini, risk faktorlerini ve tedavi seceneklerini daha iyi anlamamiza yardimci olabilir.
Ayn1 zamanda, bu ¢aligmalarin daha genis bir hasta popiilasyonunu kapsamasi ve uzun vadeli
takipler igermesi, hastaligin gelisimi, seyri ve tedavi yanitlar1 hakkinda daha kapsamli bilgiler

sunabilir.
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