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OZET

Romatoid Artrit Hastalarinda, VEGF, IL-6, TNF-Alfa, Kallistatin ve
Oksidatif Stres Parametreleri Diizeylerinin Incelenmesi

Romatoid Artrit (RA), kronik ve agril1 bir inflamatuar artrittir. Otoimmiinite kaynakl
RA hastaligi, inflamasyon, oksidatif stres ve neovaskiilarizasyon iligkili bir patogeneze
sahiptir. Neovaskiilarizasyon iligkili ve anjiyogenezde rolii oldugu bilinen kallistatinin RA
hastaliginin patofizyolojisinde etkili olacagi diislinlilmiis ancak etki mekanizmasi heniiz
ortaya konmamistir. Mevcut ¢alismada amag, serum Interlokin 6 (IL-6), Timor Nekroz
Faktor-alfa (TNF-a), Kallistatin, Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii (VEGF), Total
Antioksidan Status (TAS), Total Oksidan Status (TOS), Malondialdehit (MDA)
diizeylerinin 6lgiilmesi ile bu parametrelerin hastalik siddetiyle ve klinik parametrelerle olan
iliskisini incelemektir.

Calisma gruplari, DAS28 hastalik aktivite 6l¢egi skorlamasina gore belirlenmis 25
remisyon RA hastasi, diisiik hastalik aktivitesi gosteren 25 RA hastasi, orta-agir hastalik
ativitesi gosteren 30 RA hastasi olacak sekilde {i¢ grup seklinde olusturuldu. Ayrica hasta
gruplar ile yas ve cinsiyet uyumlu saglikli 25 birey kontrol grubu olarak ¢aligmaya dahil
edildi. Serum IL-6, TNF-a, kallistatin, VEGF diizeyleri ELISA yontemiyle, serum TAS ve
TOS diizeyleri kolorimetrik yontemle ile ¢alisildi. Oksidatif Stres indeksi TOS/TAS*100
seklinde hesaplandi. Serum MDA diizeyleri Hammode ve arkadaslarinin modifiye ettigi cift
kaynatma esasina dayali yontem ile spektrofotometrik olarak olgiildii. Veriler IBM SPSS
versiyon 22.0 ile analiz edildi.

Hastalik siddetine gore olusturulan gruplarda, IL-6 ve TNF-o, kontrol grubuna
kiyasla diger tiim ¢alisma gruplarinda ve I1L-6 remisyon grubuna kiyasla orta-agir gruplarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek; kallistatin kontrol grubuna kiyasla diisiik ve
orta-agir aktiviteli gruplarda ve remisyon grubuna kiyasla orta-agir gruplarda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek; VEGF ise aktif hastalik grubu olan orta-agir gruplarda diger
calisma gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek; TOS ve OSI, kontrol
grubuna kiyasla diisiikk aktiviteli gruplarda ve orta-agir aktiviteli gruplarda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek; MDA diizeyleri ise orta-agir gruplarda, diger calisma
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Kallistatin ile
IL-6, TNF-a, TOS, OSI, MDA ve rutin biyokimyasal markirlar olan C-reaktif Protein (CRP)
ve sedimantasyon diizeyleri arasinda diisiik-orta diizeyde pozitif yonde korelasyon oldugu
goriilmistiir. RA hasta gruplarinda yapilan ROC analizi i¢in IL-6, TNF-a, TOS, OSI, MDA
icin egri altinda kalan alan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Kallistatin i¢in 53 kesim degerine gore duyarliligi %81,8 ve o6zgilligi %80,3 olarak
hesaplanmis ve EAA 0,801 olarak bulunmustur.

Literatiirde ilk defa RA hastalarinda serum kallistatin diizeyleri ile proanjiyogenik
bir markir olan VEGF, proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a, oksidatif stres
parametreleri olan TAS, TOS ve OSlI ile lipid peroksidasyon diizeyi géstergesi olan MDA
diizeyleri calisilmistir.

Elde edilen sonuglar 1s18inda kallistatinin RA hastalig1 patogenezinde inflamatuar
ve oksidatif yolaklar araciligi ile gorev yapan bir belirte¢ oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Romatoid Acrtrit, inflamasyon, oksidatif stres, patogenez
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ABSTRACT

Examination of VEGF, IL-6, TNF-Alpha, Kallistatin and Oxidative

Stress Parameters Levels in Rheumatoid Arthritis Patients

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic and painful inflammatory arthritis.
Autoimmunity-induced RA disease has a pathogenesis caused by oxidative stress and
neovascularization. Kallistatin, which is known to play a role in neovascularization and
angiogenesis, is thought to be effective in the pathophysiology of RA disease, but its effect
temperatures have not yet been revealed. The current effective aim is to multiply the
association of serum IL-6, TNF-a, kallistatin, VEGF, TAS, TOS, MDA with the banknotes
of this money with currency exchange and clinical efficiency.

The study group was formed into three groups: 25 remission RA patients, 25 RA
patients with low disease activity, and 30 RA patients with moderate-severe disease activity,
determined according to the DAS28 possible activity performance score. In addition, 25
healthy people, age and gender compatible with the patient groups, were included in the care
as a control group. Serum IL-6, TNF-a, kallistatin, VEGF levels were studied by ELISA
method, and serum TAS and TOS levels were studied by colorimetric procedures. Oxidative
Stress Index was calculated as TOS/TAS*100. Serum MDA levels were measured
spectrophotometrically using the modified double-boiling method of Hammode et al. Data
were analyzed with IBM SPSS version 22.0.

In groups formed according to disease severity, 1L-6 and TNF-o were statistically
significantly higher in all other study groups compared to the control group and IL-6 in the
moderate-severe groups compared to the remission group; kallistatin was statistically
significantly higher in the low and medium-heavy activity groups compared to the control
group and in the medium-heavy groups compared to the remission group; VEGF was
statistically significantly higher in the moderate-severe groups with active disease compared
to other study groups; TOS and OSI were statistically significantly higher in low activity
groups and moderate-heavy activity groups compared to the control group; MDA levels were
found to be statistically significantly higher in the moderate-severe groups compared to the
other study groups. Low to moderate positive aspects were clearly evident between
kallistatin and IL-6, TNF-a, TOS, OSI, MDA, and routine biochemical markers CRP and
sedimentation stains. For the ROC analysis performed in RA patient groups, the area under
error for IL-6, TNF-a, TOS, OSI, and MDA is significantly different. For kallistatin,
sensitivity was calculated as 81.8% and specificity was calculated as 80.3% according to the
cut-off value of 53, and the AUC was found to be 0.801.

For the first time in the literature, it is seen in serum calistatin levels in RA patients,
as well as VEGF, which is a proangiogenic marker, IL-6 and TNF-a, which are pro-
inflammatory cytokines, TAS, TOS and OSI, which are oxidative stress changes, and MDA,
which is an indicator of lipid peroxidation levels.

The results obtained show that kalistatin is a marker that functions through
inflammatory and oxidative pathways in the pathogenesis of RA disease.

Key words: Rheumatoid Arthritis, treatment, oxidative stress, pathogenesis
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1. GIRIS

Romatoid Artrit (RA), kronik inflamasyon, eklem tutulumu ve eklem hasariyla
karakterize sik goriilen otoimmiin inflamatuar artrittir (Smolen ve ark, 2017). RA prevalansi
diinya genelinde %0,5-1 oranindadir. RA goriilme sikliginin kadinlarda erkeklere kiyasla 2-
5 kat yiiksek oldugu bildirilmistir (Alpizar-Rodriguez ve ark, 2017; Papadoianni ve
Lomraou, 2023).

Romatoid Artrit patogenezi tam olarak aciklanamamis olup sinoviyum ve sinoviyal
membranda inflamasyon ve oksidatif stres yolaklar: ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu
yolaklarin etkisiyle, proinflamatuar sitokin salinimi gergeklesmekte ve otoantikor iiretimi ile
iliskili olarak otoimmiin yanit gelismektedir (Aletaha ve Smolen, 2018). RA patogenezinde,
erken donemde sinoviyumdaki sivi miktarinda artis gériilmekte; zamanla eklem boslugunda
inflamatuar hiicrelerin birikmesi sonucunda sivi miktari azalarak sinoviyum {izerinde
kalinlasma meydana gelerek pannus adi verilen yap1 gelismekte, kikirdaklarda harabiyet ve
eklemlerde bozukluk goriilmektedir (Papadoianni ve Lomraou, 2023). Hastalik ilerledikge,
tutulan eklem sayis1 ve sistemik komplikasyonlarda artis gdzlenmektedir (Entezami ve ark,

2011; Papadoianni ve Lomraou, 2023).

Genetik ve cevresel risk faktorlerinin de otoimmiin yanit ile iliskili oldugu
bildirilmekte ve birincil ¢evresel etmen olarak sigara gosterilmektedir (Majithia ve Geraci,
2007; Deane, 2018). Hastalik prognozu ile otoantikor pozitifliginin iliskili oldugu
bilinmektedir (Van Beer ve ark, 2013; Brito ve ark, 2019). RA tanisi, 2010 yilinda Amerikan
Romatoloji Dernegi (ACR)/ Avrupa Romatizma Birligi (EULAR) nin birlikte gelistirmis
oldugu tan1 kriterleri ile konabilmektedir. RA bulgulari, seyri yavas ve fark edilmesi zor
sekilde baslamakta, hafif ates ile birlikte geceden sabaha siiren eklem sertligi ve sisligi olarak

tanimlanmaktadir (Venables ve Maini, 2016).

Romatoid Artrit hastalarinda oksidatif stresin, inflamasyon ve eklem harabiyeti ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir. Oksidatif stres, eklem dokularinda hiicresel harabiyete yol
acarak hastalik siddetinin ve inflamasyonun artisna neden olabilmektedir (Ozge¢men,
2007; Mititelu ve ark, 2020).

Kallistatin, aktif bolge ve heparin baglama bolgesi olarak adlandirilan iki yapisal
bolgeden olusan, ¢ift yonlii etkileri oldugu tespit edilen bir doku proteinidir. Anjiyogenez,



inflamasyon, oksidatif stres ve apoptozda pleiotropik etkileri oldugu ortaya konmus bir
proteindir. Ayrica kallistatin, serbest radikalleri temizleme yetenegi oldugu i¢in antioksidan
ozellik gostermektedir (Chao ve ark, 2016). Literatiirde bugiine kadar yapilmis olan
caligmalara bakildiginda kallistatinin RA patogenezindeki diizeyini arastiran sinirli sayida
calisma oldugu dikkati gekmistir. Ote yandan RA patogenezindeki roliinii ve hangi yolaklar

ile iliskili oldugunu gosteren bir ¢calisma olmadig1 gorilmiistiir.

Mevcut ¢calismada amacimiz, RA tanisiyla takip edilen ve hastalik aktivitesine gore
gruplara ayrilan hastalarda serum kallistatin diizeyleri ile proanjiyogenik bir markir olan
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), proinflamatuar sitokinler olan Interlokin 6
(IL-6) ve Tiumor Nekroz Faktor-alfa (TNF-a), oksidatif stres parametreleri olan Total
Antioksidan Status (TAS), Total Oksidan Status (TOS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ile
lipid peroksidasyon diizeyi gostergesi olan Malondialdehit (MDA) diizeylerinin dl¢iilmesi

ve bu parametrelerin hastalik siddetiyle ve klinik parametrelerle olan iliskisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Romatoid Artrit Tanim

Romatoid Artrit; agrili sinoviyal inflamasyon, kemik erozyonlari, immiin sistem
aktivasyonu ve otoantikorlarin varlig1 ile karakterize, kronik otoimmiin bir hastaliktir (Wells
ve ark, 2020). Hastalik siirecinde, sinoviyum, kikirdak ve kemik gibi bolgelerde bulunan
otoantijenlere kars1 antikorlar olugsmakta ve eklem yikimi, fonksiyon kaybi gibi hasarlar
meydana gelmektedir (Bodkhe ve ark, 2019). Eller ve ayaklardaki sinoviyal eklemler
hastalikta ilk etkilenen yapilardir. Hastaligin neden oldugu sistemik inflamasyon bir¢ok
organ sisteminde de hasar olusumuna yol acabilmektedir (Gibofsky ve ark, 2012). RA
hastaligi romatoid faktor (RF) ve anti sitrulline edilmis protein (anti-CCP) varligina gore
seropozitif ve seronegatif olarak tanimlanan iki gruba ayrilmaktadir. Hasta olgularinda, RF
ve anti-CCP’nin ikisinin birden yiiksek olmasi durumu seropozitif, RF ve anti-CCP’nin
ikisinin birden negatif olarak bulunmasi ise seronegatif olarak tanimlanmaktadir (Bodkhe ve

ark, 2019).

2.2. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

Romatoid Artrit, yaygmn bir inflamatuar artrit tiiridiir. 30-65 yaslar1 arasindaki
bireylerde daha sik goriilmektedir. Diinya genelinde yetiskin niifusta %0,5-1 siklikla
gozlemlenmektedir. Kirsal alana gore kentsel alandaki goriilme sikligi daha yiiksektir. RA
hastaliginda cinsiyete bagli goriilme sikliginin erkek cinsiyete gore kadin cinsiyette 2-5 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir. Aile dykiisiinde pozitiflik bulunmasinin, RA olusma riskini
3-5 kat kadar arttirdig: bildirilmistir. RA hastaliginda genetik gecis oraninin, seropozitif RA
olgularinda %40-65, seronegatif RA olgularinda ise %20 oldugu gosterilmistir (Entezami,
2011; Smolen ve ark, 2017). Romatoid Artrit olgular: otoantikor ile ilgili pozitiflik olmadan
da gelisebilmektedir (Entezami, 2011).

Otoimmiiniteye bagl olarak olusan anti-CCP, RF gibi otoantikorlar, immiin sistemin
ve inflamatuar yanitin uyarilmasina neden olarak, hastalifin olusumuna katkida
bulunmaktadir (Boissier ve ark, 2020). Yapilan son galigsmalara gore, artrit baglangicindan

birkag yil 6ncesinde bile otoantikorlar tespit edilebilir diizeyde bulunmustur (Maeda ve ark,



2019). Bu durum, hastalik ile ilgili immiin yanitin ¢ok 6nceden basladigin1 gostermektedir
(Scherer ve ark, 2020). Ayrica hava kirliligi, toz, diyet (6zellikle tuz alim1) ve enfeksiyonlar
gibi gesitli ¢evresel faktorler otoantikorlarin neden oldugu inflamatuar yaniti tetiklemektedir
(Boissier ve ark, 2020). Seropozitif olgularda saptanan anti-CCP pozitifligi, radyolojik
progresyonlarla iligkilendirilmekte ve hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi

bildirilmektedir (He ve Wang, 2016).

2.3. Romatoid Artrit Patogenezi

Romatoid Artrit hastaliginin patogenezinin, dogal ve adaptif yanitlar arasinda
gerceklesen etkilesimler sonucunda dendritik hiicrelere antijen sunumu ile bagsladig
bilinmektedir. Immiin yanita bagh olarak aktiflesen otoimmiin T hiicrelerinin, RF ve anti-
CCP gibi otoantikorlarin da RA patogenezinin erken ve geg¢ evrelerinde rol oynadigi
bildirilmektedir (Terzioglu, 2009; Dwivedi, 2017). Hastaligin nedeni kesin olarak
belirlenememekle birlikte, 6zellikle son 20 yilda yapilan ¢alismalar ve literatir katkilart
sayesinde patogenezle ilgili edinilen bilgiler nemli dl¢tide artmistir (Smolen ve ark, 2017;

Papadoianni ve Lomraou, 2023; Gao ve ark, 2024).

Romatoid Acrtrit, cok sayida eklemde sinoviyal membranin inflamasyon olusturmasi
sonucunda, ¢ogunlukla el eklemlerinde deformiteye yol acan ve harabiyet olusturan kronik
seyirli otoimmiin bir hastaliktir. RA patogenezinde, erken donemde sinoviyumdaki sivi
miktarinda artig goriiliir; zamanla inflamatuar hiicrelerin birikmesi sonucunda s1vi miktari
azalarak sinoviyum iizerinde kalinlasma meydana gelir, bu kalinlagsma sonucunda pannus
adi1 verilen yap1 gelismektedir. Pannus adli yapidan c¢esitli enzimlerin sekresyonu
gerceklesmektedir. Bu sekresyon sonucunda kikirdaklarda harabiyet ve eklemlerde
bozukluk goriilmektedir (Furst ve Emery, 2014; Papadoianni ve Lomraou, 2023). Hastaligin
olusturdugu harabiyet oncelikle kikirdaktan baglayarak farkli derecelerde yikima neden
olmaktadir. Pannus olusumunun da etkisiyle eklem i¢i boslugun daralmasi, son asamada
kemiklerde de harabiyetle sonuglanir. Harabiyete neden olan bu inflamatuar siire¢ viicutta
bulunan her dokuyu etkileyebilmektedir (Firestein ve ark, 2017; Aletaha ve Smolen, 2018;
Alivernini ve ark, 2022).
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Sekil 2.1 Romatoid Artrit patogenezi (Aletaha ve Smolen, 2018). MHC: Major doku uygunluk kompleksi,
TCR: T hiicre reseptorii, IL-12: Interlokin 12, IL-6: Interlokin 6, IL-23: Interlokin 23, IL-2: Interlokin 2, IL-
17: Interldkin 17, IFN-y: interferon gama, KR: Kompleman reseptdr, ACPA: Antisitriilline edilmis protein,
RANK: Niikleer faktor kappa § Reseptor, RANKL: Niikleer faktor kappa-f reseptor aktivator ligandi, FCR: Fc
reseptor, TNF: Tiimor nekroz faktor, IL-1: Interlokinl, MMP: Matriks metalloproteinaz.

Romatoid Artrit patogenezinde dncelikle endotelyal hiicrelerin aktivasyonu meydana
gelmektedir (Aletaha ve Smolen, 2018). Endotelyal hiicre aktivasyonu sonrasinda,
patogenezden sorumlu diger hiicreler sinoviyal membran, sinoviyum ve kemik arasinda
gecis saglayarak patogeneze katkida bulunur (Smolen ve ark, 2017; Papadoianni ve
Lomraou, 2023).

Dogal bagisiklik sistemine ait dendritik hiicrelerin yiizeylerinde bulunan Toll-benzeri
reseptorler (TLR) gibi tanima paternleri ile antijenleri tanityarak aktivasyon
gerceklesmektedir. Sinoviyal membranda hastalik nedeniyle gelisen yabanci antijenler ve
otoantijenler, antijen sunucu hiicre tarafindan kostimiilatér molekiiller araciligiyla IL-6, IL-
12, IL-23 salinir ve ayn1 zamanda antijen sunucu hiicrede bulunan MHC ve T hiicresinde
bulunan T hiicre reseptorii (TCR) uyumu sayesinde naif T hiicresine aktarilmaktadir (Smolen
ve ark, 2017; Aletaha ve Smolen, 2018).

Antijen sunumu sonrasinda, naif T hiicresinden IL-2 ve IL-12 salinarak T hiicre

aktivasyonu gercekleserek aktif T hiicresi olusmakta ve ayn1 zamanda naif T hiicresi Thl ve



Th17 yardimer hiicrelerine farklilasmaktadir. Aktif T hiicresi B hiicre aktivasyonu ile
makrofaj aktivasyonundan sorumludur. Bu aktivasyon sonucunda B hiicreleri plazma
hiicrelerine farklilasmaktadir. Plazma hiicreleri otoantikor salimimindan sorumludur.
Sinoviyal membrandan sinoviyuma anti-CCP gibi, sinoviyumdaki plazma hiicrelerinden ise
RF gibi otoantikorlar salinmakta, salinan bu otoantikorlar mevcut bulunan otoantijenlerle
immiinkompleksler olusturmaktadir. Sinoviyumda bulunan plazma hiicrelerinden RF
salindiktan sonra RF immiinkomplekslerle birleserek komplemanlar1 aktiflestirir (Aletaha

ve Smolen, 2018; Alvernini ve ark, 2022) (Sekil 2.1).

Komplemanlar makrofaj tizerindeki kompleman reseptorine (KR) baglanir.
Immiinkompleksler makrofaj iizerinde bulunan Fc reseptdriine ve KR baglanarak sinoviyal
membranda bulunan aktif T hiicresinden IL-17 ve interferon gama (IFN-y) gibi sitokinler
salinir. Bu sitokinler sonradan sinoviyuma gecerek makrofajlar1 aktiflestirmektedir. RA
patogenezinde sinoviyal fibroblastlar, eklem kapsiiliinii igeren sinoviyal zarin i¢ yiizeyini
kaplayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin RA patofizyolojisinde inflamatuar sitokinlerin
aktiflestirilmesi, anjiyogenez, eklem hasari, immiinolojik yanit modiilasyonu gibi ¢esitli
etkileri bulundugu bildirilmistir (Gibofsky, 2012; Alvernini ve ark, 2022). Sinoviyum
yiizeyinde yer alan sinoviyal fibroblastlar, Niikleer Faktér Kappa Ligandi Reseptor
Aktivatoric (RANKL) salimmmindan sorumludur. RANKL makrofaj iizerinde bulunan
Niikleer Faktor Kappa B (NF-xkB) reseptoriine baglanir. Proinflamatuar sitokinlerin
varliginda fibroblast hiicreler tarafindan RANKL eksprese edilmektedir. RANKL o6zellikle
preosteoklast osteoklast doniigiimiinde etkili olmakta ve buna bagli olarak kemik yikiminm
uyarmaktadir (O’brien ve ark, 2016; Smolen ve ark, 2017; Aletaha ve Smolen, 2018).
Makrofaj tizerindeki g¢esitli reseptdr baglanmalar1 sonucunda makrofajlardan TNF, IL-1 ve
IL-6 sitokinleri salinir. (Smolen ve ark, 2017; Aletaha ve Smolen, 2018). Sinoviyumda
bulunan fibroblastlar ile makrofaj benzeri hiicrelerin ¢ogalmasi da etkili olmaktadir. Bu
hiicreler, prostaglandinler (PGE), matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi inflamatuar
mediyatorlerin salgilanmasi yolu ile kikirdak ve kemik harabiyetinde etkin rol oynamaktadir

(Smolen ve ark, 2017; Aletaha ve Smolen, 2018; Gao ve ark, 2024).

Makrofajlar, kondrosit aktivasyonuna sebep olarak kikirdak harabiyetinde etkili olan

MMP gibi enzimlerin salinimina katkida bulunmaktadir. Bunun sonucunda kikirdak hasari



hizla ilerleyerek eklemde harabiyet ortaya ¢ikmaktadir. (Aletaha ve Smolen, 2018) (Sekil
2.1).

2.3.1. Sitokinlerin Rolii

Romatoid Artrit hastaliginin patogenezinde sitokinlerin sinoviyal hiicrelerden
tiretimi ve salinimi etkili bir rol oynamaktadir. Kemokinler, endotelyal hiicre adezyon
molekiilleri ve sitokinlerin salinimi, agrinin tetiklenmesi ve T regiilator hiicre (Treg)
baskilanmasi gibi durumlarda rol alan baslica sitokinin TNF-a oldugu yapilan ¢aligmalarda
ortaya konmustur. Lokositlerin lokal aktivasyonu ile otoantikor iiretimi IL-6 tarafindan
tetiklenmekte; ayni zamanda lipit metabolizma diizensizlikleri, anemi ve biligsel
disfonksiyon gibi sistemik bozukluklara neden olabilmektedir. IL-1 ailesi sitokinleri olarak
adlandirilan interlokin 1-alfa(lL-1a), interlokin 1-beta (IL-1p), interlokin 18 (IL-18) ve
interlokin 33 (IL-33) gibi sitokinlerin ekspresyonu da RA’da gosterilmistir. Cesitli
sitokinlerin ekspresyonu ile 16kosit, endotel hiicreleri, kondrositler ve osteoklastlar gibi
hiicrelerin aktivasyonunun arttig1 gosterilmistir (Mclnnes ve Schett, 2011; Jang ve ark, 2022;
Gao ve ark, 2024).

Romatoid Artrit hastaliginda, yogun immiinolojik aktivite nedeniyle, sinoviyal
dokuda ¢ok yiiksek miktarda T lenfosit, sinoviyal fibroblast, makrofaj infiltrasyonu
gdriilmiistiir. Immiinolojik aktivitenin yiiksek olusu, sitokin ve diger bagisiklik faktorlerinin
lokal ve sistemik seviyelerde de yiikseklik gostermesi ile kronik inflamasyonla
sonuclanmaktadir. Monontikleer hiicreler ile fibroblastlar tarafindan salgilanan
proinflamatuar ve proliferatif sitokinler RA’daki patofizyolojiden sorumlu tutulmustur
Gegmis donemde yapilmis ¢alismalarda, RA’da inflamasyonun tetikleyicisi olan hiicrelerin
T hiicreleri oldugu diisiiniilmiistiir (Robinson ve ark, 2005). Yapilan yeni donem ¢aligmalar
sonucunda RA hastalarinda IL-2, IFN-y gibi T hiicreler tarafindan salinan sitokin
seviyelerinin diisiik seviyede seyrettigi; makrofaj ve fibroblastlar tarafindan salinan sitokin
seviyelerinin ise yiiksek seviyede seyrettigi tespit edilmistir. Cok sayida kemokin
seviyelerinin ve TNF-a, IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, gibi sitokinlerin RA sinoviyumunda artis
gosterdigi bildirilmistir. Sinoviyum i¢ yilizeyinde bulunan fibroblast ve makrofaj benzeri
sinoviyositler tarafindan kronik inflamasyona neden olan faktorlerin {retildigi,

sinoviyositlerin komsu hiicrelerinden de farkli sitokin gruplari, PGE’ler ve nitrik oksidin



(NO) iiretildigi bildirilmistir. Sitokinler arasi baglantilarin kirilmasini saglayarak etki
gosteren tedavi yontemlerinden biri olan anti-TNF antikoru tedavilerinin RA
mekanizmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Anti-TNF tedavilerinin, RA’da kemik ve
kikirdak harabiyetini yavaslatici veya onleyici etkisi oldugu, Anti-TNF’nin bu etkisinde de
osteoklastlarin inhibe edilmesinin etkili oldugu disiiniilmektedir. Bir diger yandan endotel
hiicre adezyon molekiillerinin arttig1, adezyon molekiilleri basta olmak {izere, dolagimda
gorevli hiicrelerin salgiladigi kemokin reseptorlerinin sinoviyumda biriktigi saptanmistir.
Sitokin inhibisyonunun etkisinin anlasilabilmesi igin sitokin inhibitorleriyle yapilan
caligmalarin terapotik etkili oldugu gosterildiginden kronik inflamasyondaki roliiniin
netlestigi diistiniilmektedir (Firestein, 2003; Miossec, 2003; Smolen ve ark, 2017; Aletaha
ve Smolen, 2018; Jang ve ark, 2022; Gao ve ark, 2024).

2.3.1.1. Interlokin-6

Interlokin-6 (IL-6), homeostatik dengenin korunmasina yonelik ifade edilen bir
sitokindir. Homeostaz, enfeksiyonlar ve doku yaralanmalar1 sebebiyle bozuldugunda, 1L-6
uretilerek akut faz ve bagisiklik aktivasyonunda rol oynayarak stres aninda savunma
katkisinda bulunmaktadir. Buna karsilik IL-6’nin diizensiz, asir1 ve kronik sentezi, akut
sistemik inflamatuar yanit sendromu ve kronik immiin aracili hastaliklar tizerinde patolojik

etkiye neden olmaktadir (Srirangan 2010; Tanaka ve ark, 2018).

Romatoid Artrit hastaliginda, yapilan ¢aligmalarda serumda ve sinoviyal sivida IL-6
tiretiminde artig gosterilmistir. Bu arti, RA patogenezinde 6nemli role sahiptir. 1L-6, T
hiicrelerinin Th1, Th2, Th17 ve Treg hiicrelerine farklilasmasinda etkilidir. Bu farklilagsma
sonucunda otoimmiin cevap artisi, alerjik yanit, kronik inflamasyon, immiinosiipresyon ve
antiinflamatuar yanit gibi c¢esitli immiinolojik tepkilere yol agmaktadir (Sekil 2.2)
(Steinman, 2007; Neurath ve ark, 2011; Rose-John ve ark, 2023). RA'da, IL-6'nin etkisiyle
Thl ve Thl7 hiicrelerinin diizeyindeki artis, otoimmiin yanit1 ve kronik inflamasyonu
artirarak hastaligin patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Th17 hiicreleri ise

inflamatuar yanitlar tetikleyerek kronik inflamasyonun gelisimine katkida bulunurlar (Sekil

2.3) (Yue ve ark, 2010; Neurath ve ark, 2011; Rose-John ve ark, 2023).
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Sekil 2.2 RA patogenezinde IL-6 farklilasmalar1 (Neurath ve ark, 2011). CRP: C-Reaktif protein, 1L-6:
Interlokin 6, MP: Makrofaj, sIL-6R: Coziiniir Interlokin-6 reseptorii, Teff: Efektor T hiicresi, Treg: Regiilator
T hiicresi, Thl: Yardimer T1 hiicresi, Th2: Yardimer T2 hiicresi, Th17: Yardime1 T17 hiicresi.
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Sekil 2.3 IL-6'nin T hiicresi farklilagmasi ve efektor fonksiyonlar: tizerindeki fonksiyonlar: (Neurath ve ark,
2011). Thl: Yardimci T1 hiicresi, IFN: Interferon, TNF: Tiimo6r nekrozis faktor, Th2: Yardimci T2 hiicresi,
IL-4: Interlokin 4, IL-5: Interlokin 5, IL-6: Interlokin 6, IL-13: Interlokinl3, Th17: Yardimci T17 hiicresi,
IL17: Interlokin 17, IL-21: Interlokin 21, IL-22: Interlokin 22, Treg: Regiilator T hiicresi, IL-10: Interlokin 10,
TGF: Timor bitylime faktori.

2.3.1.2. Tiimor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-a)

Timor nekroz faktor-alfa, proinflamatuar bir sitokindir ve RA patogenezinde etkili
oldugu bildirilmistir. TNF-a, immiin sistem Yanitinda yer alarak inflamasyon ve dokularin
hasar gormesi siirecini tetiklemektedir. RA'da, sinoviyum adi verilen eklem zarinda
inflamatuar siireglerin baslamasiyla birlikte, ¢esitli immiin hiicreler ve sitokinler aktive olur.
TNF-a, gesitli hiicre tipleri tarafindan salinabilir, ancak yogun olarak makrofajlar ve T
lenfositleri tarafindan iretilir (Jang ve ark, 2021; Wang ve ark, 2023). TNF-a, RA'da
eklemdeki inflamasyon siirecini artirarak sinoviyumun kalinlagmasina ve eklem kapsiiliiniin
hasarina neden olmakta, osteoklast aktivasyonunu artirarak kemik yikimini tesvik
edebilmekte; sinoviyumda damar gegirgenligini artirarak inflamasyonun yayilmasina
katkida bulunabilmektedir (Hirayama ve ark, 2002; Jung ve ark, 2019). TNF-a inhibitérleri,

RA tedavisinde kullanilan 6nemli ilag siniflarindan biridir. Bu ilaglar, TNF- a'nin etkilerini
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bloke ederek inflamasyonu azaltarak eklem hasarini Onler ve bdylece hastaligin

semptomlarini iyilestirmektedir (Demirel ve Kirnap, 2008, Jang ve ark, 2021).

2.3.1.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, yeni damar olusumuna ve mevcut damarlarin
genislemesine katkida bulunan 6nemli bir protein ailesidir (Kim ve ark, 2015). VEGF,
endotel hiicreleri, fibroblastlar, T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilen en giiclii
anjiyogenik faktorlerden biridir (Yoo ve ark, 2008; Boldeanu ve ark, 2023). Ozellikle yara
iyilesmesi, doku yenilenmesi, embriyonik gelisim gibi dogal siireglerde oldugu kadar kanser
ve kronik inflamatuar gibi ¢esitli hastalik siireglerde 6nemli bir rol oynamaktadir. VEGF
tarafindan indiikklenen anjiyogenezin, RA'nin kaskad diizenlemesinde ve ayrica pannus
olusturmada 6nemli bir rol oynadig: belirtilmektedir (Zhang ve ark, 2024). Anjiyogenez,
sinovitin devam etmesi ve ilerlemesinde biiyiik neme sahiptir. Bu durum, RA'nin sonraki
asamalarinda kikirdak ve kemik yikimina katkida bulunan sinoviyal proliferasyonun artigina

sebep olmaktadir (Kim ve ark, 2015; Boldeanu ve ark, 2023).

Yapilan son ¢aligmalar, VEGF’ nin hem kendisi hem de reseptorlerini inhibe eden
anti-VEGF tedavileri RA hastalari i¢in etkili bir tedavi haline gelebilecegini gostermektedir
(Choi ve ark, 2009; Kim ve ark, 2015). Ancak anti-VEGF antikorlarinin etkinligi, TNF-o ve
IL-6 gibi inflamatuar faktorler tarafindan VEGF {iretiminin siirekli olarak uyarilmasi
nedeniyle onemli olgiide engellenmektedir. Bu nedenle, TNF-a ve VEGF faktorlerinin
hedeflenmesi ile anjiyogenez ve sinoviyal inflamasyonun blokajinin beraber yapilmasinin,
RA'nin tedavisine katkida bulunan yeni bir strateji olabilecegi dile getirilmistir (Zhang ve
ark, 2024).

2.3.2. Otoantikorlarin Rolii

Romatoid Artrit, otoimmiin bir hastalik olup, bagisiklik sisteminin kendi dokularina
saldirmasiyla karakterizedir. Otoantikorlarin, RA hastaliginin patofizyolojisinde etkili rol
oynadig1 gosterilmistir. RA'da etkili otoantikorlar, RF ve anti-CCP antikorlaridir. Tlgili
otoantikorlar, hastaligin baslangicindan 6nce saptanabilmekte, otoantikor varligi hastaligin

progresyonunda belirleyici olabilmektedir (Brito ve ark, 2019).
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Romatoid faktér, immiinoglobulin molekiillerine karsi iiretilen otoantikorlardir.
Immiinoglobulin M (IgM) sinifina ait RF, Immiinoglobulin G (IgG)'ye karsi reaksiyona girer
ve immiin komplekslerin olusumuna katkida bulunur. Bu immiin kompleksler, sinoviyumda
ve diger dokularda inflamasyona neden olarak hastalik semptomlarini artirabilmektedir. RF,
RA tanist i¢in kullanilan bir belirtegtir ancak RA gelismis olgularda bulunmayabilmekte
diger otoimmiin hastaliklarda da ortaya ¢ikabilmektedir. Anti-CCP antikorlar1 ise sitruline
edilmis proteinlere karsi tretilen otoantikorlardir. Bu antikorlar, sinoviyal dokuda
inflamasyonu artiran sitruline edilmis proteinlere baglanarak sinoviyal hiicrelerin
aktivasyonunu tetikleyebilmektedir. Anti-CCP antikorlarinin varligi, RA'nin siddetini ve
prognozunu belirlemede 6nemli bir belirtegtir (Van Beer ve ark, 2013; de Brito ve ark, 2019).

Otoantikorlar, RA'nin patofizyolojisi lizerinde ¢esitli etkileri olan bir dizi mekanizma
araciligiyla hastaligin gelisimine katkida bulunur. Bunlar arasinda, otoantikorlarin immiin
komplekslerin olusumuna neden olarak inflamasyonu tetiklemesi, sinoviyal hiicrelerin
aktivasyonunu artirmasi ve eklem hasarina yol agmasi gibi etkiler bulunmaktadir (Klareskog

ve ark, 2015).

2.4. Romatoid Artrit Hastahigi Tam Kriterleri

Romatoid Artrit tanisini erken donemde teshis edip, tedavi etmek amaciyla, ACR ile
EULAR ortakliginda 2010 yilinda hazirlanan tani kriterleri kullanilmaktadir. Belirtilen tam
kriterleri ile en az 1 eklemde sinovit bulunmasi; sinoviti daha iyi agiklayan bagka bir tani
olmamas1 durumunda ise tan1 kriterlerinin puantaji lizerinden 6 ve iizeri puan saptanmasiyla
RA tanisi kesin olarak konabilmektedir. Hastaligin tan1 ve tedavisini erken saglamak,
komplikasyonlart 6nlenmek amaciyla hazirlanan tani kriterleri kullanildigindan, eklem
erozyonlari tani kriteri arasinda bulunmamaktadir (Aletaha ve ark, 2010; Mohammed ve
Bhutta, 2020).
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Cizelge 2.1 ACR/EULAR 2010 kriterleri (Aletaha ve ark, 2010)

Eklem Tutulumu Puan Degeri
1 biiyiik eklem 0 puan
2-10 biiyiik eklem 1 puan
1-3 kii¢iik eklem (biiyiik eklem tutulumu ile birlikte veya tek bagina) 2 puan
4-10 kiigiik eklem (biiyiik eklem tutulumu ile birlikte veya tek basina) 3 puan
>10 eklem (en az 1’1 kiigiik eklem olmalr) 5 puan

Serolojik Tetkikler (en az 1 test sonucu olmali)

RF ve ACPA negatifligi 0 puan
RF veya ACPA diisiik pozitifligi 2 puan
RF veya ACPA vyiiksek pozitifligi 3 puan
Akut Faz Reaktanlari (en az 1 test sonucu olmali)

Normal CRP ve ESH 0 puan
Anormal CRP veya anormal ESH 1 puan

Semptomlarin Siiresi
<6 hafta 0 puan
>6 hafta 1 puan

ACR: Amerikan Romatoloji Dernegi, EULAR: Avrupa Romatizma Birligi, RF: Romatoid faktér, ACPA: Anti-
sitriilline edilmis protein (CCP), CRP: C-reaktif protein, ESH: Eritrosit sedimantasyon hizi.

2.5. Romatoid Artrit Bulgulan

Romatoid Artrit, yavas ve fark edilmesi zor bir seyirle baslayan, zamanla hafif ategin
de eslik ettigi gece baslayip sabah devam eden eklem sertlesmesi ve sisligi olarak
tanimlanabilmektedir. Muayene bulgularinda siklikla eklem yan kaslarinda atrofiye bagh
sigslik ile temas sonucunda hasta tarafindan kasta hassasiyet hissedilmesi ve sicaklik
bulunmaktadir. Genel bulgular ile birlikte halsizlik, yorgunluk, agirlik kayb1 ve anoreksiya
gibi bulgular eslik edebilmektedir. Hastalik seyrinin artisi ile tutulan eklem sayisi ve sistemik
komplikasyon goriilme sikliginda artis bildirilmektedir (Boz ve ark, 2006; Venables ve
Maini, 2016; Mohammed ve Bhutta, 2020).

2.5.1. Eklem Bulgulari
Romatoid Artrit eklem bulgulari, genelde sinovit ve sinoviyal proliferasyonun bir
sonucudur. RA, metakarpofalangiyal (MKF), proksimal interfalangiyal (PiF) gibi kiigiik

eklemler ile el bilek eklemlerinde simetrik bir tutuluma neden olmaktadir. Eklem tutulumu;

13



eklemlerde hassasiyet, sislik olusumu ve 1s1 artisi ile karakterizedir, Kizariklik ise olgularda
nadiren goriilmektedir. Tutulum gerceklesmis olan eklemlerde oncelikli bulgu agr1 olarak
gorilmekte, sislik agridan daha sonra geliserek agriya zamanla eslik edebilmektedir.
Sinoviyal zarin tek veya ¢ift katli yapisi, tam olarak nedeni bilinmeyen bir antijene karsi
inflamatuar gelisen yanitin bir sonucu olarak kalinlagsma egilimindedir. Bu kalinlasma
zaman iginde pannus adli inflamatuar yapiya doniismektedir. Olusan pannus; eklem ve
kikirdak dokularinda yiizeyel baslayan ve gelisen erozyon ile yikici harabiyete neden
olmaktadir. Hastalik progresyonunda, dogru bir tedavi yontemi uygulanamadiginda eklem
ve kikirdaklarda gelisen tutulum zamanla, ciddi seyirli deformitelere doniisebilmektedir
(Mohammed ve Bhutta, 2020; Deniz ve ark, 2021).

2.5.2. Sistemik Bulgular

Romatoid Artrit, artmis kardiyovaskiiler hastalik riskiyle iliskilendirilmistir.
Kardiyovaskiiler hastalik riskindeki artig; miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler olaylar ve
kalp yetmezligi gibi sistemik komplikasyonlara yol acabilmektedir. inflamatuar siiregler,
endotel aktivasyonunu artirirarak akut faz reaktanlarmin seviyesini yiikseltmekte, bu artis
ile birlikte dolasimdaki lipit profillerinde degisikliklere neden olarak kardiyovaskiiler
komplikasyon riskini artirabilmektedir (Gok ve ark, 2016; Wu ve ark, 2022). RA’da
sitokinlerin varligi, sitokinlerin artmis salinimi, kas ve yag dokularinin insiiline direngli hale
gelmesine yol acarak metabolik sendroma neden olabilmektedir. inflamasyon gelisimi ise
beyin fonksiyonlarini etkileyerek yorgunluk, halsizlik ve biligsel islevde azalmaya;
karacigeri etkileyerek yiiksek akut faz yaniti ve kronik hastalik anemisine; akcigerleri
etkileyerek inflamatuar ve fibrotik hastaliklara; ekzokrin bezleri etkileyerek sekonder
Sjogren sendromuna; kaslar etkileyerek sarkopeniye ve kemikleri etkileyerek osteoporoza
neden olabilmektedir (Wilson ve ark, 2004; Gok ve ark, 2016; Wu ve ark, 2022).

2.5.3. Eklem Dag1 Bulgular
Romatoid Artrit sistemik bir hastalik oldugundan, uzun siireli ve siddetli seyreden
hastalikta, ciddi olabilen eklem dis1 belirtilere neden olabilmektedir. Bu belirtiler arasinda

yorgunluk, anemi, iyi huylu romatizmal nodiiller, agirlik kaybi, yeme bozukluklarina bagh
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anoreksiya, organ tutulumlari ve inflamasyona bagl gelisen komplikasyonlar bulunmaktadir

(Boz ve ark, 2006; Figus ve ark, 2021).

2.5.4. Labortauvar Bulgular

Romatoid Artrit hastaliginin aktivitesini degerlendirmede laboratuvar parametreleri
kullanilmaktadir. Hastaligin alevlendigi dénemlerde, C reaktif protein (CRP) veya eritrosit
sedimantasyon hizi (ESH) gibi akut faz reaktanlarinda artislar gozlemlenebilir. RF, anti-CCP
antikorlar1 ve serum antiniikleer antikorlar (ANA) gibi otoantikorlar, RA tanisini
dogrulamak ve sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklarin tan1 ve takibinde kullanilan

yaygin laboratuvar araglaridir (Brzustewicz ve ark, 2017; Mohammed ve Bhutta, 2020).

2.6. Romatoid Artrit Hastahgmin Prognozu

Romatoid Artrit prognozu, hastadan hastaya farklilik géstermekle birlikte, hastaligin
ilk iki yillik siiregte hizli bir seyirle eklem harabiyeti olusturdugu bildirilmektedir.
Laboratuvar parametrelerinden CRP degerinin siirekli olarak yliksek seyretmesi kotii
prognostik bir faktor olarak tanimlanmaktadir. RF ve anti-CCP otoantikorlarindan ikisinin
birlikte veya ayr1 ayr1 pozitifliginin bulunmasi erken seyirli erozyon gelisimi ile
iligkilendirilmekte ve hastaligin prognozu i¢in énemli oldugu belirtilmektedir (Can ve ark,
2008). Anti-CCP pozitifligi kotii prognoz gostermekte olup anti-CCP negatif olan hastalarda
hastalik prognozu daha iyi seyirli prognoza sahiptir (Mclnnes ve ark, 2011; Scherer ve ark,
2020). Hastalik prognozu cinsiyet ile birlikte degerlendirildiginde kadin cinsiyete sahip
hastalarda RA seyri daha ciddi olmakta, erkek cinsiyete sahip hastalara kiyasla daha diisiik
remisyon oranlart bildirilmektedir. Yasa bagl progresyon degerlendirilmesi yapildiginda,
elli yasin {izeri hastalarda prognozun kotii seyirli oldugu bildirilmistir. Ekstraartikiiler
tutulum varligi da prognoz ile iliskilendirilmektedir (Giinendi ve Can 2008; Scherer ve ark,
2020; Mohammed ve Bhutta, 2020).

Hastalik prognozu, hastaligin seyrinin ciddiyeti ile tedavinin hastadaki etkisine gore
degisiklik gostermektedir. Tedavinin etkinligi hastaligin remisyon fazinda seyretmesi ile
iliskilendirilmektedir. Hastalik takibi siiresince, hastalik aktive diizeyi parametreleri

degerlendirilmektedir. Bu degerlendirme kriterlerine gére hastalik aktivitesi belirlenmekte;
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remisyon, diisiik, orta, yiikksek olarak adlandirilarak siniflandirilmaktadir. Tedavi
etkinliginin beklenen sekilde, iyi seyirli olarak degerlendirildigi remisyon fazinda, eklem
inflamasyonunun 6nemli belirti ve semptomlarmin olmamasi beklenmektedir. Tedavi
uygulanmayan hastalarin remisyonu %20 ve alti oranlarda gosterilmisken, tedavinin
etkinliginin basarili ve devamli olarak uygulandigi olgularda yaklasik %75°lik oranda
remisyon veya diisiik hastalik aktivesi bildirilmektedir (Cantaert ve ark, 2009; Hennessey ve
ark, 2018).

Hastaligin aktivite diizeyi; hastalik aktivite skoru 28 (Disease Activity Score 28-
DAS28), basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi, klinik hastalik aktivite indeksi gibi farkli

skorlamalar kullanilarak degerlendirilmektedir (Hennessey ve ark, 2018).

Cizelge 2.2 DAS28’de degerlendirilen eklemler (Hennessey ve ark, 2018)

Eklem Adi Sayis1
Omuz 2
Dirsek 2
El Bilegi 2
Diz 2
Metakarpofalangeal 10
Proksimal interfalangeal 10
Toplam Eklem Sayisi 28

2.7. Romatoid Kaseksi

Romatoid Avrtrit, kronik inflamasyon ile karakterize NF-kB yolunun aktivasyonu ile
iliskilendirilmektedir. RA hastalarinda kronik inflamasyon maruziyeti nedeniyle viicut
kompozisyonunda bozulmalar gergeklesmekte; buna bagli olarak NF-xB yolag:
aktiflestirilmekte ve bu yolak ile yagsiz dokuda bozulma kaynakli gergeklesen metabolik
degisiklikler tetiklenmektedir. Eklem harabiyeti ile iliskilendirilen TNF-o ve IL-1 gibi
proinflamatuar sitokinler, enerji ve protein metabolizmasini etkileyebilmekte; kas kaybina
neden olan hipermetabolizma ile iliskilendirilebilecekleri disiiniilmektedir. Pasif yasam
tarzi ile hastalarda viicut yag oraninin artmasi, hipermetabolizma kaynakli kas kiitlesinde
azalma ‘Romatoid Kaseksi’ veya ‘Romatoid Kasektik Obezite’ olarak adlandirilmaktadir
(Stavropoulos-Kalinoglou ve ark, 2011; Angstrom ve ark, 2020).
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Cizelge 2.3 Romatoid kaseksi i¢in gelistirilen kriterler (Engvall ve ark, 2008; Elkan ve ark, 2009)

Romatoid Kaseksi
Altta yatan kronik hastalik Romatoid Artrit
Viicut agirligy/BKi Sabit veya artmis viicut agirhg/BKIi
Viicut kompozisyonu FFMI < 10. Persentil FMI > 25. Persentil
FFMI < 25. Persentil FMI >50. Persentil
Sitokinlerin rolii Inflamatuar sitokinlerin (TNF-o, ve 1L-6) yiiksekligi

Yag kiitlesi sabit veya artmis yag kiitlesi
BKI: Beden kiitle indeksi, FFM: Yagsiz kiitle, FFMI: Yagsiz kiitle indeksi.

2.8. Romatoid Artrit Hastah@imin Tedavisi

Romatoid Artrit, kompleks bir otoimmiin hastaliktir; inflamasyonu azaltmak,
hastaligin ilerlemesini durdurmak ve eklem harabiyetini onlemek i¢in etkili bir tedavi
stratejisi gelistirilmesi gerekmektedir. Buna bagli olarak uygulanmasi beklenen ilag
tedavisinin sekli; hastaligin siddeti, hastalik aktivitesi ve komplikasyonlarina bagli olarak

degisebilmektedir (Onat, 2012; Smolen ve ark, 2017; Cefle ve ark, 2018).

Romatoid Artrit tedavisinde, en yaygin kullanilan ila¢ grubu, Hastalik Modifiye
Edici Antiromatizmal ilaglardir (DMARD’lar, DMARD’s). Konvansiyonel Hastalik
Modifiye Edici Antiromatizmal Ilaglar (¢(DMARD'lar, cDMARD’s) 6nceki yillardan beri
tedavide kullaniliyor olmasina ragmen son birka¢ on yilda, Biyolojik Hastalik Modifiye
Edici Antiromatizmal Ilaclarm (bDMARD'lar) kullanima sunulmasiyla RA ve diger
otoinflamatuar hastaliklarin tedavisinde onemli gelismeler saglanmistir (Roussy ve ark,
2013; Roubile ve ark, 2015; Fassmer ve ark, 2016). Son yillarda hizli degisiklikler
gozlenmistir. cDMARD' lar yaklagik 50 yildir mevcut olmasina ragmen, bDMARD'larin
cogu son 15 yilda piyasaya girmistir. RA tedavisinde bDMARD'larin etkili oldugu
gosterilmistir ve hastalik aktivitesini kontrol etmek, eklem tahribatin1 azaltmak ve yasam
kalitesini iyilestirmek i¢in monoterapi veya cDMARD'larla kombinasyon halinde
kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle, hastalarin metotreksata yeterli yanit vermemesi
durumunda EULAR ve ACR klinik kilavuzlar tarafindan onerilmektedir (Singh ve ark.
2016; Smolen ve ark. 2017; Durmaz ve ark, 2024).

Konvansiyonel Hastalik Modifiye Edici Antiromatizmal Ilaglar, metotraksat,
hidroksiklorokin, sulfasalazin gibi ilaglar, RA’nin ilk tedavi se¢enegi olup immiin sistem
aktivitesini ~ diizenleyerek ve eklem iltihabin1  azaltarak hastaligin  seyrini

tyilestirebilmektedir. Metotraksat, RA hastalarinda uzun vadeli remisyon elde etmek i¢in
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kullanilan birincil DMARD’dir (Demirel ve Kirnap, 2008; Jiang ve ark, 2021; Benjamin ve
ark, 2024).

Tiimor nekroz faktor-alfa inhibitorleri (adalimumab, infliximab, etanercept), 1L-6
reseptdr antagonisti (tocilizumab), CD20 antikorlar1 (rituksimab), IL-1 reseptor
antagonistleri (anakinra) gibi biyolojik ajanlar ((DMARD’lar), RA tedavisinde etkili olan
diger bir grup ilagtir. Spesifik immiin hiicre veya sitokinleri hedef alarak inflamasyonu

azaltmaktadir (Ertenli, 2006; Benjamin ve ark, 2024).

Janus kinaz (JAK) inhibitorleri, RA'nin tedavisinde yeni bir sinifi olusturmaktadir.
Tofacitinib gibi JAK inhibitorleri, immiin hiicrelerin sinyal iletimini bloke ederek
inflamasyonu azaltmakta ve eklem hasarin1 6nlemektedir (Taylor, 2019; Grazziotin ve ark,
2022).

Kortikosteroidler, RA hastalarinda inflamasyonu hizla kontrol etmek i¢in kisa siireli
kullanima uygun bir ilag grubu olarak bildirilmekte; uzun vadeli kullaniminda ciddi yan
etkilere neden olabilecegi literatlirde yer almaktadir. Olasi yan etkileri nedeniyle diger ilaglar
ile birlikte uygulanmasi oOnerilmektedir (Karadag ve Kiraz, 2006; Durmaz ve Mutlu

Agardan, 2024).

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII), genelikle oral, rektal veya intramuskuler
uygulanir. COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe ederek 19-hidroksil-prostaglandin E (19-
OH-PGE) olusumunu bloke eder ve boylece terapdtik etki gosterirler. Ancak RA’da
hastaligin seyrini degistirebildikleri ya da eklem hasarin1 6nleyebildikleri gosterilmemistir

(Kean ve Buchanan, 2005; Paglia ve ark, 2021).

Romatoid Artrit tedavisinde ilag sec¢imi, hastanin hastalik aktivitesi, siddeti,
komorbiditeleri ve yan etkileri gibi faktorlere gore bireysellestirilmesi tavsiye edilmistir.
Erken tam1 ve uygun tedavi ile hastaligin ilerleyisinin durdurulabilecegi ve eklem
harabiyetinin onlenmesiyle hastanin yasam kalitesi iyilestirilebilecegi onerilmektedir. RA
tedavisi siirekli bir slire¢ oldugu ve hastalarin diizenli takibi ve tedavi seklinin zamanla
optimize edilmesinin énem arz ettigi bildirilmektedir (Demirel ve Kirnap, 2008; Taylor,

2019; Benjamin ve ark, 2024).
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Sekil 2.4 Romatoid Artrtit tedavi yontemleri se¢im diyagrami (van den Hoven ve ark, 2011).
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2.9. Romatoid Artrit Hastaliginin Beslenme Tedavisi

Romatoid Artrit hastaliginda beslenme tedavisi, hastanin BKI’sinin hastanin
yakinmalariin azalmasi1 ve semptomatik agrilarinin artisina neden olmamasi adina ideal
BKi’nin saglanmasi, hastanin inflamasyonla birlikte seyreden kotii prognozunun
hafifletilmesi, oksidatif stres kaynakli RA patogenezinin proinflamatuar besin ¢esitleriyle
tetiklenmesinin Oniine geg¢ilmesi ve bdylelikle hastanin yasam kalitesinin artirilmasi
amaglanarak planlanmaktadir (Bozbulut ve ark, 2019). Beslenme aliskanliklarinin ve
hastanin diyet Oriintiisiiniin ¢esitli inflamatuar hastaliklar ile iligkili oldugu ¢esitli ¢aligmalar

ile gosterilmis olsa da RA patogenezi ve prognozundaki etkisi heniiz net bir sekilde

gosterilmemistir (Gémez ve ark, 2017; Bustamante ve ark, 2020).
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Romatoid Artrit hastalarinin  beslenme aligkanliklarinin  incelendigi  gesitli
calismalarda, giinliikk alinan enerjinin karbonhidrat agisindan diisiik, doymus yag oraninin
yiiksek oldugu; hastalarda diyetten gelen protein, demir, kalsiyum, ¢inko, folik asit,
potasyum, magnezyum, B6 ve E vitamini miktarlarinin gereksinim duyulan miktarlarin
altinda kaldig bildirilmistir (Plasqui, 2008; Clarys ve ark, 2020). RA hastalarinin beslenme
durumlarmin  incelendigi  ¢esitli  caligmalarda,  biyokimyasal  parametrelerin
degerlendirilmesi sonucunda demir, D vitamini, serum alblimin ve folik asit diizeylerinin

diistik seyrettigi gosterilmistir (Plasqui, 2008; Ogur ve ark, 2020).

Romatolojik hastaliklarda, doku hasarinin Onlenmesi ve inflamatuar siirecin
baskilanarak patogenezin tetiklenmesinin hafifletilmesi amaciyla giinliik yeterli enerji alim
miktarinin saglanmasi ile birlikte protein miktarinin 1,5-2 g/kg/giin basma alinmasi
onerilmektedir. RA hastalarinda ise, beslenmeye antioksidan o6zellik gosteren A, C, E
vitaminler; selenyum, ¢inko gibi mineraller ve coklu doymamis yag asitlerince zengin
omega-3 yag asitlerinin eklenmesinin hasta remisyonu i¢in etkili oldugu bildirilmistir

(Gomez ve ark, 2017).

Romatoid Artrit hastaliginda gliitensiz diyet, Akdeniz diyeti, antiinflamatuar diyet,
eliminasyon diyetleri, vegan- vejetaryen diyetler, gibi ¢esitli ve farkli diyet yaklasimlar
dikkati cekmektedir (Tekeoglu ve Baykul, 2020; Kaner ver ark, 2021; Aksu ve Oney, 2023).
RA hastalarina yonelik gesitli diyet tedavilerinin incelenmesi sonucunda, eklem agrilarinin
ve sisliklerin azaldig: tespit edilmistir. Bu diyetlerin ortak bir 6zelligi olarak, antioksidan
acisindan zengin beslenme Onerilmistir. Yapilan ¢alismalarda, hastaya uygun dogru bir
beslenme tedavisi ile RA semptomlarinin ilerlemesinin dnlenebilecegi sdylenmistir (Kaner
ver ark, 2021; Aksu ve Oney, 2023).

2.10. Romatoid Artrit ile Oksidatif Stres Iliskisi

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda serbest radikaller (hidroksil,
stiperoksit radikali) ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi ile
ROS’u detoksifiye ederek etkisiz hale getiren antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi

olarak adlandirilmaktadir (Ozcan ve ark, 2015).
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Oksidatif stres, kanser basta olmak {izere diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik ve noérodejeneratif bozukluklar ile inflamatuar
hastaliklar gibi ¢ok sayida hastaligin patogenezinden sorumludur (Incalza ve ark, 2018;
Hayes ve ark, 2020; Griendling ve ark, 2021).

Oksidatif stres artisina bagli olarak antioksidan savunma mekanizmalarinin
zayiflamas1 RA patofizyolojisinde etkili olmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, RA
patogenezinde oksidatif stresin énemli bir rol oynadigini1 desteklemektedir (Zamudio ve
ark, 2022). RA prognozu, temelde sistemik inflamasyona bagli olarak yaslanma siireciyle
birlikte ilerlemektedir. ROS’un asir1 {iretiminin, antioksidan savunmanin azalmasiyla
birlikte hiicre yikimini arttirict etki gosterebilecegi bildirilmistir. RA hastalarinda oksidatif
stres siirecinin inflamasyon ve hizlandirilmis eklem yikimi ile giiglii bir pozitif korelasyona
sahip olabilecegi gosterilmistir (Mititelu ve ark, 2020). inflamasyon varligi, immiin
hiicrelerin aktivasyonunu ve ROS iiretimini artirabilmekte ve bdylece eklem dokularinda
oksidatif stresin artisina neden olabilmektedir. Oksidatif stres, eklem dokularinda hiicresel
harabiyete yol agarak, eklem hasarmin ilerlemesine ve kemik erozyonunun artmasina
katkida bulunabilmektedir (Ozgegmen, 2007; Mititelu ve ark, 2020; Sanchez, 2022).

Oksidatif stres, mitokondriyal hasar ve disfonksiyona neden olabilmektedir.
Mitokondriler, ROS'un ana kaynagidir ve RA oksidatif streste artig, mitokondriyal DNA
hasar1 ve enerji liretiminde bozulma ile iligkilendirilmistir. RA hastalarinda antioksidan
savunma mekanizmalarinin zayifladigi gosterilmis; bu durumun hiicrelerin ROS' a kars1
korunmasiz kalmasi nedeni ile oksidatif stresin etki artisina neden olabilecegi bildirilmistir
(Missiroli ve ark, 2020; Lopez-Armkaurada ve ark, 2022).
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Sekil 2.5 Romatoid Artrid ile oksidatif stres iligskisi (Da Fonseca ve ark, 2019).

Romatoid Artrit hastaliginda, redoks dengesinin bozulmasi inflamasyonun
artmasina neden olmaktadir. Buna baglh olarak sinoviyal sivida artig, pannus olusumu,
sinoviyal oksidatif stres ve eklem Kkartilaj hasar1 olusmaktadir. Sinoviyal oksidatif stres
artist RA’nin kotii prognozu ile iligkilendirilmistir. Eklem arasi boslukta, oksidatif stres ve
inflamasyon nedeniyle eklem hasar1 meydana gelir. RA patogenezinde etkili otoantikorlar
proinflamatuar sitokin salinimini artirarak oksidatif stresin artmasi seklinde etki
gosterirken, makrofajlardan salinan TNF, serbest radikallerden ROS ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNS)’leri artirici etki gosterir. Proinflamatuar sitokin salinimini artirarak oksidatif
stres artisina neden olur. Serbest radikallerin artisi lipidlerde hasara neden olarak lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu da oksidatif stres artirict etkKi
gostererek sinovit olusumuna katkida bulunur ve bu durum kemik harabiyeti ile sonuglanir

(Da Fonseca ve ark, 2019).

2.11. Romatoid Artrit ile Inflamasyon liskisi

Romatoid Artrit hastaliginin patofizyolojisi, kompleks immiinolojik siire¢lerin
etkilesimiyle karakterizedir. RA, kronik ve otoimmiin bir hastaliktir, karakteristik olarak
eklem inflamasyonu, doku hasar1 ve sistemik etkiler ile seyretmektedir (Shrivastava ve

Pandey, 2013). Hastaligin patogenezinde, immiin sisteminin anormal aktivasyonu ve eklem
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icindeki inflamasyonun siirekli olarak tetiklenmesi kilit bir rol oynamaktadir (Maeno ve ark,
2004; Petrelli ve ark, 2022). T hiicrelerinin, 6zellikle de Thl ve Thl7 alt tiplerinin
aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6) salimimini artirarak eklem
dokularinda inflamasyonu arttirir. Bu sitokinler, sinoviyal hiicrelerin aktivasyonunu ve buna
bagli kemik erozyonunu arttirir. Ek olarak, B hiicrelerinin asir1 aktivasyonu,
otoantikorlarinin (RF ve anti-CCP) {retimini artirarak eklem hasarina katkida

bulunabilmektedir (Raimund ve ark, 2000; Maeda ve ark, 2022; Petrelli ve ark, 2022).

Romatoid Artritte inflamasyonun sistemik etkileri, VEGF ve diger anjiyogenik
faktorlerin salimimini artirarak anjiyogenezi uyarir. Bu durum, eklemdeki vaskiiler
proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon artirarak inflamasyonun devamini saglar (Kowanentz,
2006; Petrelli ve ark, 2022). Bununla birlikte, kronik inflamasyon, sistemik etkileri
aracilifiyla eklem disi belirtilere de yol agabilir. Bunlar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar,
anemi, yorgunluk ve diger inflamasyona bagli komplikasyonlar bulunmaktadir (Tureson ve
ark, 2007; Shrivastava ve ark, 2015; Petrelli ve ark, 2022).

Romatoid Artrit tedavisinde, inflamasyonu hedefleyen ve immiin yanit1 diizenleyen
cesitli tedavi secgenekleri kullanilmaktadir. Antiinflamatuar ilaglar, immiinsupresif ve
biyolojik ajanlar, hastaligin seyrini iyilestirmek ve hastalik aktivitesini azaltmak i¢in yaygin

olarak kullanilan yontemlerdir (Demirel ve Kirnap, 2008; Aletaha ve Smolen, 2018).

2.12. Kallistatin

Kallistatin, SERPINA4 geni tarafindan kodlanan bir serin proteaz inhibitdrii (serpin)
stiper ailesi tiyesidir. Ayrica kallistatin, doku kallikrein baglayici protein (DCBP) olarak
tanmimlanmistir (Chao ve ark, 1986). Kallistatin 410 amino asitten olusur ve tipik bir serpin
katlanma yapisina sahiptir. Ug B-tabaka (A, B ve C) ve dokuz o-sarmaldan olusur. Kallistatin
diger serpinlerden uzatilmis bir C-terminal kuyruk ve bir heparin baglanma alani
bulundurmasi nedeniyle ayrilmaktadir. Kallistatin, basta karacigerde sentezlenmekle birlikte
kalp, retina ve kan damarlarinda da sentezlenir ve ardindan dolasima salinmaktadir (Shen,

2008; Kiriktir, 2020).

Kallistatin aktif bolge ve heparin baglanma alani olmak iizere iki yap1 elemanindan

olusmaktadir (Chai ve ark. 1993; Shen 2008). Kallistatin, bu iki 6énemli yapisal elamani
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sayesinde gen ekspresyonunu diizenleyebilme, biyolojik siirecleri kontrol edebilme ve sinyal
yollarii yonetebilme gibi genis biyolojik etki yelpazesine sahip pleiotropik bir proteindir
(Dogan ve ark, 2020; Chen ve ark, 2021).

Kallistatin’in aktif bolgesi sayesinde; doku kallikreinin enzimatik aktivitesinin ve
biyoyararlaniominin inhibisyonu, endotelyal hiicrelerinde ve endotelyal progenitor
hiicrelerinde (EPC) endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunun ve
aktivasyonunun uyarilmasi, makrofajlarda sirtuin 1 (SIRT1) ve sitokin sinyallesme 3
supresori (SOCS3) ekspresyonunun arttirilmasi, miR-34a’nin uyarilmasi ve meme kanseri
hiicrelerinde miR-203 sentezinin inhibisyonu, hiicre yiizeyi tirozin kinazi ile etkilesime

girilmesi gibi biyolojik siiregler lizerinde etkin olarak gorev almaktadir (Chao ve ark, 2017).

Kallistatin heparin baglanma alani sayesinde ise, hiicre ylizeyindeki heparan siilfat
proteoglikanlarina baglanir ve boylece biyolojik etkilerini antagonize eder (Chao ve ark,
2018). Bu etkiler arasinda, VEGF tarafindan uyarilan anjiyogenez siirecini ve vaskiiler
gecirgenligi, TNF-a ile tetiklenen inflamatuar yanit, oksidatif stresi ve hiicresel apoptozu
azaltic1 etkilerinin diizenlemesi, yiiksek mobilite grup kutusu 1 (HMGBI1) kaynakl
inflamasyon, Wnt sinyal yolunu diizenleyerek kanser hiicresi ¢ogalmasi, invazyonu ve
otofajiyl modiile etme, epidermal biliylime faktérii (EGF)’nin neden oldugu kanser hiicre
migrasyonu ve invasyonu azaltma gibi ¢esitli etkileri ve potansiyel terapdtik uygulamalar

yer almaktadir (Miao ve ark, 2003; Chao ve ark, 2017).

2.12.1. Kallistatin Anjiyogenez Iliskisi

Kallistatin aktif bolge araciligiyla, EPC'lerin ¢ogalmasina, dolasimdan hedef
dokulara gb¢ etmesine ve neovaskiilarizasyon siirecine katki saglamaktadir. EPC'ler
vaskiiler yaralanmalara yanit olarak neovaskiilarizasyonu uyararak hasarli kan damarlarinin
yenilenmesinde onemli rol oynar. Bu hiicreler, hasarli bolgelere yonlendirilir ve endotel
hasarmin onariminda gorev alir. Ozellikle anjiyogenez siirecinde vaskiiler gecirgenligi
artirarak ve VEGF gibi anjiyogenez faktorlerinin etkilerini giiglendirerek yeni kan
damarlariin gelisimi ve tiimor bliylimesinde 6nemli rol oynar (Chao ve ark, 2017). Ayrica
kallistatinin aktif bolgesi, endotel hiicrelerinde eNOS ve SIRT1 gibi énemli proteinlerin

ekspresyon seviyelerini artirir. Ancak, bu etkilerin bir tirozin kinaz inhibitorii olan genistein

24



tarafindan bloke edilmesi, kallistatinin sinyal yolaklarini etkilemek igin tirozin kinaz
aktivitesine bagl oldugunu gosterir. Bu sebeple kallistatin, aktif bdlgesi araciligiyla,
EPC'lerin hareketliligini ve fonksiyonunu uyararak anjiyogenezi ve vaskiiler onarimi

desteklemektedir (Guo ve ark, 2015; Chao ve ark, 2017) (Sekil 2.6).

Kallistatin .
Active

site
Heparin-binding
site

Genistein _| PIEK
eNOS Akt
TNF-ot =+ VEGF \ /\‘
P-eNOS GSK-3p3
NO VEGF
Angiogenesis, Angiogenesis,
Tumor growth Vascular repair

Sekil 2.6 Kallistatinin anjiyogenezdeki ¢ift yonlii rolii (Chao ve ark, 2017). TNF-a: Tiim6r nekroz faktorii -
alfa, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, PI3K: Fosfoinositid 3-Kinaz, NO: Nitrik oksit, GSK-3f:
Glikojen sentaz kinaz-3 beta, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, Akt: Protein kinase B

Endojen kallistatinin EPC gogiiniin tetiklenmesi ve buna bagli olarak islevlerinin
artirilmasi yolu ile damar hasar1 ve yaslanmaya karsi koruyucu rol oynadigi, oksidatif stres
ve inflamasyonu inhibe ettigi son zamanlarda yapilan caligmalar ile birlikte ortaya
konmustur. Ekzojen yolla uygulanan kallistatin tedavisi ise hayvan modellerinde aort
harabiyeti, yaslanma, inflamasyon ve buna bagli olarak oksidatif stresi azaltirken; endotele
0zgii nakavt veya genel nakavt farelerde vaskiiler harabiyeti, yaslanmay1 inflamasyonu ve
oksidatif stresi siddetlendirdigi belirtilmektedir (Wang ve ark, 2007; Chao ve ark, 2018;
Kiriktir, 2020).
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Ote yandan kallistatin, pleiotropik etkisi ile yeni damar olusumunu engelleyen
antianjiyogenik etkilere sahip bir proteindir. Deneysel c¢alismalar, kallistatinin
neovaskiilarizasyon {iizerinde baskilayici 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.
Neovaskiilarizasyon; kanser, diyabetik retinopati ve yasa bagli makula dejenerasyonu gibi
patolojik durumlarda meydana gelen patolojik yeni damar olusumu seklinde
adlandirilmaktadir. Kallistatin, anjiyogenezi inhibe ederek tiimoérlerin biiyiimesini ve
yayillmasini bastirabilmekte ve anormal kan damari olusumu ile iliskili hastaliklarin
ilerlemesini hafifletebilecegi gosterilmektedir. Arastirmalar, kallistatin uygulamasinin
diyabetik retinopati ve koroidal neovaskiilarizasyon gibi gz hastaliklar1 baglaminda
patolojik anjiyogenezi azaltabilecegini gostermistir (Wang ve ark, 2011; Huang ve ark,
2014, Kiriktir, 2020).

2.12.2. Kallistatin ile Apoptoz iliskisi

Kallistatin, hiicre tiplerine bagli olarak apoptozu hem inhibe edebilen hem de
indiikleyebilen bir proteindir. Oksidatif stres, doku hasari, hiicresel apoptoz ve yaslanma gibi
stiregleri tetikleyebilmektedir. Ancak kallistatin, heparin baglama bolgesi yoluyla 6zellikle
endotelyal hiicrelerde ve EPC'lerde fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)-Akt-eNOS sinyal yolunu
aktive ederek TNF-o kaynakli oksidatif stresi ve apoptozu engellemektedir. Kallistatin ayni
zamanda EPC'lerde eNOS sentezini ve nitrik oksit (NO) olusumunu TNF-o tarafindan
baskilanmasini azaltarak antagonize etmektedir. Aktif bolgesi ise Kruppel benzeri faktor-4
(KLF-4) ile etkileserek eNOS sentezini uyararak ve PI3K yolu araciligiyla eNOS aktivitesini
artirmaktadir. Bu slirecler sonucunda yiikseltilmis NO olusumu saglanir ve Akt yolu
NAD(P)H oksidaz aktivitesini ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu inhibe etmektedir
(Gao ve ark, 2008; Gao ve ark. 2014).

Kallistatin, apoptozda heparin baglama alan1 araciligityla TNF-o tarafindan
indiiklenen oksidatif stresi azaltirken, aktif bolgesi antioksidan enzim ekspresyonunu
uyarmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu sekilde, kallistatin hem oksidatif stresi inhibe eden
hem de NO {iretimini artirarak anti-apoptotik etkiler gdsteren iki yapisal element araciligiyla
biyolojik stirecleri diizenlemektedir (Yin ve ark, 2010; Chao ve ark, 2017; Gao ve ark, 2024).
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Kallistatinin apoptozda ¢ift yonlii rolii (Chao ve ark, 2017) TNF-a: Tiimor nekroz faktorii -alfa, ROS:
Reaktif oksijen tiirleri, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, NO: Nitrik Oksit, miR: mikroRNA.

2.12.3. Kallistatin inflamasyon iliskisi

Kallistatin, inflamasyon siireclerini diizenleyen ve modiile eden bir protein olarak
bilinmektedir. Inflamasyon, bir dizi hiicresel yamt ve immiin sistemin aktivasyonu ile
karakterize olan bir biyolojik siiregtir. Normal sartlarda inflamasyon viicudun savunma
mekanizmasi olarak yararlidir ve yaralanma, enfeksiyon veya doku hasar1 gibi durumlarda
iyilesmeye katkida bulunmaktadir. Ancak, kronik inflamasyon, c¢esitli hastaliklarin

patogenezinde etkili olmaktadir (Wang ve ark, 2020).
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Sekil 2.8 Kallistatinin inflamasyondaki ¢ift yonlii rolii (Chao ve ark, 2016). TNF-o: Tiimér nekroz faktorii-
alfa, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, SOCS3: Sitokin uyarisi baskilayici protein-3, HMGB1:
Yiiksek mobilite grup kutusu 1, SIRT1: Sirtuin 1, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz.

Kallistatin, inflamasyon siirecleri Tlizerinde hem proinflamatuar hem de
antiinflamatuar etkiler gostermektedir. NF-kB, inflamatuar yanitlar1 diizenleyen bir
transkripsiyon faktoridiir; kallistatin de NF-kB aktivitesini baskilayarak, inflamatuar
sitokinlerin Uretimini azaltarak inflamatuar siirecini azaltict etki gosterebilmektedir.
Kallistatin, heparin baglanma bdlgesi araciligiyla inflamatuar sitokinlerin iiretimini
diizenleyerek IL-6 ve TNF-o gibi 6nemli inflamatuar sitokinlerin salinimini azaltict etki
gostermekte, VEGF iizerindeki inhibe etme etkisi ile 6zellikle anjiyogenez ve inflamasyon
slireglerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Chao ve ark, 2016; Wang ve ark, 2023).
Kallistatinin aktif bolgesi araciligiyla ise eNOS ve SIRT1 ekspresyonunu regiile etmesi ile
nitrik oksit (NO) iiretimini artirarak vaskiiler inflamasyonu azaltic1 etki gostermektedir

(Chao ve ark, 2016) (Sekil 2.8).

2.12.4. Kallistatin ile Oksidatif Stres Iliskisi
Oksidatif stres, hiicrelerdeki serbest radikal ve ROS birikimi sonucu hiicresel hasara
neden olan bir durum yaratmakta; bu durum DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel
bilesenlere zarar verebildiginden hastalik patogenezinde etkili olmaktadir. Kallistatin,
oksidatif stresin Onlenmesinde ve hiicresel homeostazin korunmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Chao ve ark, 2018).
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Kallistatinin heparin baglanma bolgesi sayesinde VEGF ile indiiklenen anjiyogenez,
Transforme Edici Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-B)'nin hiicre sinyallemesi ve TNF-a ile
indiiklenen inflamasyon {izerindeki inhibe edici etkileri ile oksidatif stresi azaltic1 etki
gostererek vaskiiler sagligi koruyucu etki gostermektedir. (Chao ve ark, 2017; Chao ve ark,
2018).

Kallistatin, antioksidan oOzelliklere sahip oldugu bilinen bir protein olarak dikkat
cekmektedir. Kallistatin, ROS'un hiicrelerdeki zararli etkilerini azaltarak oksidatif stresin
etkilerini engeller. Bu antioksidan etki, kallistatinin aktif bolgesi araciligiyla ROS'lari
dogrudan nétralize etmesi veya ROS iiretimini inhibe etmesi yoluyla gerceklesebilmektedir
(Chao ve ark, 2016). Kallistatinin, hiicrelerdeki oksijen radikallerini temizleyerek hiicresel
hasar1 azalttigi ve inflamatuar yanitlarin 6nlenmesine yardimci oldugu bildirilmistir (Chao

ve ark, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamiza Hatay Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
I¢ Hastaliklar1 (Romatoloji) Klinigi'ne RA tanistyla basvuran hastalar ile bunlarla yas ve
cinsiyet uyumlu saglikli bireyler dahil edildi. Mevcut ¢alisma i¢in RA hastalik aktivite
siniflandirma 6lgeklerinden biri olan DAS28’e gore siniflandirma yapilarak, ti¢ hasta grubu
olusturuldu. Birinci gruba RA tanistyla takip edilen ve remisyonda olan 25 hasta, ikinci
gruba RA tanisiyla takip edilen diisiik hastalik aktivitesi gosteren 25 hasta, iiglincii gruba RA
tanistyla takip edilen ve orta-agir hastalik aktivitesi gosteren 30 hasta dahil edildi. Ayrica
hasta gruplariyla yas ve cinsiyet uyumlu 25 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edildi.

Kontrol grubu hastanemizde c¢alisan, kalp hastaligi, diyabet, hipertansiyon,
romatolojik hastalik, nérolojik hastalik, bobrek hastaligi gibi kronik hastaliklari olmayan ve
aktif/kronik enfeksiyonu bulunmayan bireyler dahil edildi. Calismaya 18 yas alt1 ve gebe
hastalar dahil edilmedi.

Ayrica hasta grubuna diyabet, hipertansiyon, kalp hastalig1 gibi kronik hastaliklar ile
RA disinda romatolojik hastaligi olan bireyler ve aktif enfeksiyonu olan hastalar dahil

edilmedi.

3.2. Etik Kurul Onay1

Mevcut c¢alisma, Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi’'ne uygun olarak
diizenlenmigtir. Calismaya dahil edilen tiim bireyler ¢aligmanin icerigi ile ilgili yazili ve
sOzlii olarak bilgilendirildi ve katilimcilardan aydinlatilmis onam formu alindi.

Calismaya Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 11.01.2023 tarih ve 02 numarali karar ile etik onay

alinarak baslanildi.

3.3. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi
Calismaya katilan tim bireylerden jelli sar1 kapakli biyokimya tiiplerine 8 mL kan
ornegi alindi. Alinan kanlar pihtilagsma i¢in 20 dakika bekletildikten sonra 1500xg’de 10
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dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatanlar1 ayrilip eppendorf tiiplere aktarilarak
analizler icin c¢alisma giinline kadar -80 °C’de saklandi. Elde edilen serum 6rneklerinde
ELISA parametreleri ve oksidatif stres parametreleri ¢alisildi.

Hastalardan poliklinik muayenesi sirasinda istenen otoantikorlar, yas ve cinsiyet gibi
demografik veriler ile aldiklar tedaviler Hastane Bilgi Yonetim Sistemi (HBYS) iizerinden

kayit altina alind.

3.4. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kullanilan malzemeler; numunelerin alinmasi i¢in jelli biyokimya tiipii (BD
Vacutainer SST II Advance); kullanilan cihazlar, numunelerden serum eldesi i¢in sogutmali
santrifiij (Thermo Scientific SL 16 R, UK), serum &rneklerinin eppendorflara
porsiyonlanmasi i¢in kalibre edilmis otomatik pipet (Axygen, single-channel digital pipettor,
Warszawa, POLAND), serum orneklerinin saklanmasi i¢in derin dondurucu (New
Brunswick Scientific U570) kullanildi. TAS ve TOS o6lgiimii ve ELISA yonteminde
yapilmasi planlanan spektrofotometrik 6l¢iim i¢in Thermo Fisher Scientific/Multiskan Go
(Finland) cihazi, mikroplaka yikamasi i¢in mikroplaka yikayici (Thermo Scientific
Wellwash Cat No: 5165000) kullanildi.

3.5. Numunelerin Cahisilmasi

3.5.1. Serum Total Antioksidan Status (TAS) Ol¢iimii

Serum Total Antioksidan Status (TAS) ol¢timii Elabscience marka kit (Cat no: E-
BC-K801-M) ile kolorimetrik yontemle Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Biyokimya
ABD’da ¢alisild1.

Deney Prosediirii

1. Calisma giinlinde, daha 6nce -80 °C’de saklanan doku Ornekleri oda sicakligina
getirildi.
2. Farkli konsantrasyonlarda 10 pL standart ve 10 pL Orneklerden alinarak,

mikroplakaya eklendi.

31



3. Sonra, tizerlerine 200 pL R1 reaktifi ilave edildikten sonra 660 nm’de ilk

absorbans Olglimii mikroplaka okuyucuda (Thermo Fisher Scientific/Multiskan Go
(Finland)) yapildi. A1 olarak kaydedildi.

4. Tim kuyucuklara 20 pL R2 reaktifi eklendi.

5. Mikroplaka 5-6 kez karistirtlip, 37 °C'de 5 dakika inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyonun ardindan Her kuyucugun 660 nm’de ikinci absorbans dl¢iimii alindi.
A2 olarak kaydedildi.

7. Sonuglar, asagidaki formiil dogrultusunda hesaplandi.

8. Standart olarak hidrojen peroksit (H202) kullanildi. Sonu¢ birimi mmol Trolox
Equiv./L olarak ifade edildi.
y=ax+b

TAS (mmol Trolox Equiv./L)= (AAsso-b) ~ a x

1,2 4
09 -

0,6

Signal

03

—_——
05 1 15

Conc.[mmol/L]

Sekil 3.1 Serum TAS standart grafigi

y=-0,44932x + 1,07788

R2: 0,986

3.5.2. Serum Total Oksidan Status (TOS) Ol¢iimii
Serum Total Oksidan Status (TOS) 6l¢timii Elabscience marka kit (Cat no: E-BC-

K802-M) ile kolorimetrik yontemle Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Biyokimya
ABD’da calisildi.
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Deney Prosediirii

1. Calisma giiniinde, daha once -80 °C’de saklanan serum o&rnekleri oda

sicakligina getirildi.

2. Farkli konsantrasyonlarda 20 pL standart ve 20 pL 6rneklerden alinarak,
mikroplakaya eklendi.

3. Sonra, iizerlerine 200 uL R1 reaktifi eklendi.

4. 5 saniye kadar mikroplaka okuyucuda karistirildi.

5.

590 nm’de ilk absorbans Ol¢iimii mikroplaka okuyucuda (Thermo Fisher

Scientific/Multiskan Go (Finland)) yapildi. A1 olarak kaydedildi.
6. Tiim kuyucuklara 50 pL R2 reaktifi eklendi.
7. 5 saniye kadar mikroplaka okuyucuda karistirildi.
8. Mikroplaka 37 °C'de 5 dakika inkiibasyona birakildi.

0. Inkiibasyonun ardindan her kuyucugun 590 nm’de ikinci absorbans dlciimii
alindi. A2 olarak kaydedildi.

10. Sonuglar, asagidaki formiil dogrultusunda hesaplandi.

Standart olarak hidrojen peroksit (H202) kullanildi. Sonuglar, (umol H.O2 Equiv./L)
Esdegeri/L olarak ifade edildi.

06 -

04 -

Signal

0,2 -

0 - T - - ™ - T T - ™ N - T N - ™ N T -

0 20 40 60 80 100

Conc.[umol/L]

y=ax+b

TOS (pmol H202 Equiv./L)= (AAsso-b) + a x f

y =0,00610887x + 0,105588
R 0,996

Sekil 3.2 Serum TOS standart grafigi
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3.5.3. Oksidatif Stres indeksinin Hesaplanmasi
TAS ve TOS degerleri belirlendikten sonra, oksidatif ylikiin gostergesi olan oksidatif
stres indeksi (OSI) asagidaki formiile gore hesaplandi.

Oksidatif stres indeksi= (TOS (umol H202 Equiv./L) / (TAS (mmol Trolox/L)*100)

3.6. ELISA Yontemi ile Olgiilen Parametreler
Elde edilen serum &rnekleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tip

Biyokimya Ana Bilim Dali ELISA Laboratuvari’nda sandvi¢g ELISA yontemiyle ¢aligildi.

3.6.1. Serum Kallistatin Ol¢iimii

Kallistatin tayini i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (ELK Biotechnology,
Human KAL(Kallistatin) ELISA Kit, Cat no: ELK4085) ticari kit kullanildi. Optik dansite
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6lgiildii. Konsantrasyonlar 4P-logic
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonu¢ ng/mL olarak ifade edildi. Analiz aralig
6.25-400 ng/mL ve hassasiyet 2.46 ng/mL’dir. Presizyon, intra-assay CV< % 8 ve inter-
assay i¢in CV< % 10°dur.

Deney prosediirii

1. Kit protokol kitap¢ig1 igerisinde yer alan talimatlara gore hazirlanan standartlardan
ve ¢alisilacak serum orneklerinden 100’er uLL mikroplaka kuyucuklarina yiiklendi.

2. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 80 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 mikroplaka kuyucukler: aspire edildi ve 3 defa yikama cihaz
ile yikand1 (Yikama cihazina eklenen yikama soliisyonu kit prospektiisiine uygun olarak
dilue edilerek hazirlanmistir).

4. Tiim kuyucuklara 100 pL Biotin-labeled Antibody soliisyonu (ilgili soliisyon kit
prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir) eklendi.

5. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka kuyucukler1 aspire edildi ve her kuyucuk 3 defa
yikanacak sekilde yikama cihazi ile yikandi (Yikama cihazina eklenen yikama soliisyonu kit

prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir).
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7. Tim kuyucuklara 100’er pL. HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) soliisyonu
(ilgili soliisyon kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir) eklendi.

8. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

9. Plate aspire edildi ve her kuyucuk i¢in 5 defa yikama yapilacak sekilde yikama
cihaz ile yikandi.

10. Karanlik ortamda tiim kuyucuklara 90 pL. TMB substrat soliisyonu eklendi.
11. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
12. Tiim kuyucuklara 50 pL Stop soliisyonu eklendi.

13. Spektrofotometre ile 450 nm’de plate kuyucuk absorbanslari 6l¢iildii ve sonuglar

standart egri grafigine gore hesaplandi.

15 A

Signal
=

05

T T T T
0 100 200 300 400

Conc.[ng/mL]

y = 1,98825 + ( (0,108405 - 1,98825) / ( 1 + (x/104,026)"2,12302) )
R? 0,998

Sekil 3.3 Serum kallistatin standart grafigi

3.6.2. Serum Tiimér Nekroz Faktorii-Alfa Ol¢iimii

Serum TNF-a 6l¢timii i¢in sandvig¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (ELK Biotechnology,
Human TNF-a (Timoér Nekroz Faktorii-Alfa) ELISA Kit, Cat no: ELK1190) ticari kit
kullanildi. 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) belirlendi.  Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi
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kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi. Analiz araligr 15.63-1000
pg/mL ve hassasiyet 6.5 pg/mL’dir. Presizyon, intra-assay CV< % 8 ve inter-assay i¢in CV<
% 10’dur.

Deney prosediirii

1. Kit protokol kitapcig1 igerisinde yer alan talimatlara gore hazirlanan
standartlardan ve calisilacak serum oOrneklerinden 100’er pL mikroplaka kuyucuklarina
yiiklendi.

2. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 80 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 mikroplaka kuyucukler: aspire edildi ve 3 defa yikama
cihaz1 ile yikandi (Yikama cihazina eklenen yikama soliisyonu kit prospektiisiine uygun
olarak dilue edilerek hazirlanmistir).

4. Tiim kuyucuklara 100 uL Biotin-labeled Antibody soliisyonu (ilgili soliisyon
kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir) eklendi.

5. Plate etiiv icerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka kuyucukler: aspire edildi ve her kuyucuk
3 defa yikanacak sekilde yikama cihazi ile yikandi (Yikama cihazma eklenen yikama
soliisyonu kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir).

7. Tiim kuyucuklara 100’er pLL HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) soliisyonu
(ilgili soliisyon kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir) eklendi.

8. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

9. Plate aspire edildi ve her kuyucuk icin 5 defa yikama yapilacak sekilde
yikama cihazi ile yikandi.

10.  Karanlik ortamda tiim kuyucuklara 90 uL. TMB Substrat Soliisyonu eklendi.

11. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

12. Tim kuyucuklara 50 pL Stop soliisyonu eklendi.

13. Spektrofotometre ile 450 nm’de plate kuyucuk absorbanslari Slgiildii ve

sonuglar standart egri grafigine gore hesaplandi.
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Signal
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Conc.[pg/mL]

y =3,09473 + ((0,0666683 - 3,09473) / ( 1 + (x/414,715)"1,01414) )
R% 0,998
Serum TNF-a standart grafigi

3.6.3. Serum Interlokin-6 Ol¢iimii

Serum IL-6 6l¢iimii i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (ELK Biotechnology,
Human IL-6 (Interleukin 6) ELISA Kit, Cat no: ELK1156) ticari kit kullanildi. 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar
pg/mL olarak ifade edildi. Analiz aralig1 7.82-500 pg/mL ve hassasiyet 3.2 pg/mL’dir.
Presizyon, intra-assay CV<% 8 ve inter-assay i¢in CV< %10’dur.

Deney prosediirii

1. Kit protokol kitapcigi icerisinde yer alan talimatlara gore hazirlanan
standartlardan ve g¢alisilacak serum Orneklerinden 100’er puL mikroplaka kuyucuklarina
yiiklendi.

2. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 80 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 mikroplaka kuyucukler: aspire edildi ve 3 defa yikama
cihazi ile yikandr (Yikama cihazina eklenen yikama soliisyonu kit prospektiisiine uygun
olarak dilue edilerek hazirlanmistir).

4. Tiim kuyucuklara 100 uL Biotin-labeled Antibody soliisyonu (ilgili soliisyon
kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir) eklendi.

5. Plate etiiv icerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
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6. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka kuyucukler: aspire edildi ve her kuyucuk
3 defa yikanacak sekilde yikama cihazi ile yikandi (Yikama cihazina eklenen yikama
soliisyonu kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmistir).

7. Tim kuyucuklara 100’er uL HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) sollisyonu
(ilgili soliisyon kit prospektiisiine uygun olarak dilue edilerek hazirlanmigtir) eklendi.

8. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

0. Plate aspire edildi ve her kuyucuk i¢in 5 defa yikama yapilacak sekilde
yikama cihazi ile yikandi.

10. Karanlik ortamda tiim kuyucuklara 90 nLL. TMB Substrat Soliisyonu eklendi.

11. Plate etiiv igerisinde 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

12. Tiim kuyucuklara 50 pL Stop soliisyonu eklendi.

13. Spektrofotometre ile 450 nm’de plate kuyucuklarinin absorbanslari dl¢tildii

ve sonuclar standart egri grafigine gore hesaplandi.

1(I]0 2(I]0 3(I]0 4(I]0 S(I]O
Conc.[pg/mlL]

y =2,8693 + ((0,0818 - 2,8693) / (1 + (x/137,218)"2,15556) )
R2% 0,992

Sekil 3.5 Serum IL-6 standart grafigi

3.6.4. Serum VEGF Ol¢iimii

Serum VEGF o6l¢iimii i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (FineTest, Human
VEGF (VEGF) ELISA Kit, Cat no: EH0327) ticari kit kullanildi. 450 nm'ye ayarlanmis bir
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mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.
Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/mL
olarak ifade edildi. Analiz aralig1 31.25-2000 pg/mL ve hassasiyet 18.75 pg/mL. Presizyon,

intra-assay CV<%38 ve inter-assay i¢in CV<%10’dur.
Deney Prosediirii

1. Ornek, kor ve standartlar icin kuyucuklar belirlendi. Kit prospektiisii
icerisinde yer alan talimatlara gore hazirlanan standartlardan ve calisilacak serum
orneklerinden 100’er puL plate yiiklendi.

2. Plate sealer ile kaplanip, etiiv icerisinde 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 plate aspire edildi. Toplamda 2 kez yikama cihazinda
yikand1 (Yikama cihazina eklenen yikama soliisyonu kit prospektiisiine uygun olarak
hazirlanmagtir).

4. Her kuyucuga 100 pL Biotin-labeled Antibody soliisyonu eklendi.

5. Plate kuyucuklar1 plate sealer ile kaplama isleminden sonra 37 °C’de 60 dk
inkiibe edildi.

6. Yikama islemi ikinci adimdaki gibi 3 kez tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 100 pL HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) c¢alisma
soliisyonu eklendi.

8. Plate sealer ile kaplanip ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

9. Yikama islemi ikinci adimdaki gibi 5 kez tekrarlandi.

10. Her kuyucuga 90 uLL TMB substrat soliisyonu eklendi.

11. 37 °C’de 15 dk karanlikta inkiibe edildi. Kuyucuklar i¢indeki sivinin TMB
eklendikten sonra maviye doniisiimii gézlemlendi.

12. Olgiimden yaklagik 15 dk dncesinde mikroplaka okuyucu dnceden 1sitilmasi
icin ayarlandi.

13. Her kuyucuya 50 pL Stop reaktifi eklendi. Stop reaktifi eklendikten sonra
stvinin sartya doniisii gozlemlendi.

14. Plaka iizerinde herhangi bir sivi ve parmak izi olmadigindan emin olduktan
sonra mikroplaka okuyucu da 450 nm’de okuma islemi gerceklestirildi.

15. Sonuglar standart egri grafigine gore hesaplandi.
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y = 1,82810E+06 + ( (0,124698 - 1,82819E+06) / (1 + (x/1,13381E+08)"1,26333))
R 0,999

Serum VEGF standart grafigi

3.7. Malondialdehit (MDA) Miktarimin UV Spektrofotometre ile Tayini
Malondialdehit (MDA) tayini, Hammode ve Arkadaslari’nin modifiye ettigi, ¢ift
kaynatma esasina dayali yontem ile c¢alisildi. Ilk kaynatmada proteinlere bagli olan
MDA’nin serbestlesmesi icin proteinler c¢oktiiriildii; ikinci kaynatmada total MDA,
tiobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve asidik ortamda reaksiyona girer ve renkli kompleks
olusturur. TBA-MDA ’nin olusturdugu (Sekil 3.7) renkli kompleks, 532 nm dalga boyunda

MDA konsantrasyonuyla dogru orantili olarak absorbans vermektedir.

Y ) CHO QT/ 0 HO Y
\J + CH: N D

AN

CHO L=
HHEH
Ol
T84 MDA MDA - TBA Kompleksi {renkii iiice)

Sekil 3.7 MDA’ nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapist
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Kullanilan reaktifler:

TCA’ nin hazirlanmasi
10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) alind1, 100 mL distile suya tamamlandi.
TBA’ nin hazirlanmasi

0,675g %0,675’lik tiobarbitiirik asit (TBA) alindi, 100 mL distile suya tamamlandi.

Calisma protokolii:

MDA tayini yapilmadan 6nce vidali cam tiiplere grup isimleri ve numaralar1 yazildi;
tipler 90°C benmaride 15 dakika inkiibasyona maruz kalacagi i¢in yazilar su buhari
nedeniyle silinmeyecek sekilde yazildi.

1. MDA tayini i¢in kor tiipiine 500 pL distile su, numune tiipiine ise 500 pL numune
(serum) eklendi.

2. Daha sonra her bir numunenin iizerine Onceden hazirlanmis olan TCA
¢ozeltisinden 2500 pL eklendi ve vortekslendi. Vorteksin ardindan hemen agzi vidalandi ve
daha 6nce hazirlanmis 90°C benmariye yerlestirilerek, 15 dakika siireyle inkiibe edildi.

3. Inkiibasyonun ardindan tiipler soguk suyla sogutuldu. Tiipler soguduktan sonra
kapaklar ¢ikartilarak; tiiplerin agz1 parafilmlenerek 3000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij
edildi.

4. Santrifiij agamas bittikten hemen sonra tiipler sarsilmayacak sekilde ¢ikartilip
parafilmler agildi.

5. Daha sonra her bir numune i¢in 6nceden hazirlanmis diger vidali tiiplere ekstrakt
edilmis tiiplerden ¢okelege dokunmadan siipernatan kismindan 2 mL pipetlenip aktarildi.

6. Daha sonra kor ve numune tiiplerine 1’er mL dnceden hazirlanmig olan TBA’dan
eklendi.

7. Eklemeden sonra tiim tiipler hizlica vortekslenip tekrar 90 °C benmaride 15 dakika
inkiibe edildi, inkiibasyon esnasinda numunelerin hafif turuncu; inkiibasyon sonunda ise
yavruagzi rengine dondiigl izlendi. Ardindan tiipler benmariden ¢ikartilip sogutuldu, Son
olarak spektrofotometre ile 532 nm dalga boyunda fotometrik 6lgiim yapildi. Kdrden

baslamak suretiyle yapilan Olglimde koriin  absorbansi  sifirlanip kor  tiipi
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spektrofotometreden c¢ikarildr ve diger tiiplere sirasiyla fotometrik dl¢iim yapildi, ¢ikan

absorbans degerleri kaydedildi.

10 mL’lik vidali-kap Kor tiipti Numune tiipii
cam tup
%10’luk TCA (mL) 2500 uL 2500 pL
Numune (mL) - 500 pL
Serum
Distile su (mL) 500 puL -

Numuneler tekrar 5 saniye siireyle vortekslendi. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de
15 dakika benmaride inkiibe edildi. Soguk ¢esme suyu ile sogutuldu. Siipernatan 3000xg’de
10 dakika santrifiij edildi.

10 mL’lik vidali-kap Kor tiipti Numue tlipii
cam tiip
Stipernatan (mL) 2000 pL. 2000 pL.
%0.675°1lik TBA (mL) 1000 pL 1000 pL

Tekrar vortekslendi. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika tekrar benmaride
inkiibe edildi. Soguk ¢esme suyu ile sogutildu. 532 nm’de kore kars1 okundu.

Hesaplama: TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1.56x10° cm™

M) yararlanilarak nmol/mL cinsinden MDA degerleri hesaplandi.
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y = 0,0143886x + 0,0365458
R% 0,998

Sekil 3.8 MDA standart grafigi

Deneyin standart grafigi, 2 adet MDA molekiiliiniin birlesmesinden olusan 1,1,3,3-
tetramethoxypropane ile hazirlandi. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar
numuneler ile ayni sartlarda ¢alisildi ve spektrofotometrede okunmalarindan elde edilen
birimler (arbitrary unit) ile standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti

numunelere uygulanarak MDA miktar1 mL bagina nmol olarak hesaplandi.
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3.8. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS (Sosyal Bilimler igin Istatistik Paket Programi)
versiyon 22.0 (IBM, Armonk, NY, USA) ile yapildi. Siirekli degiskenler ortanca (25-75.
persentil); MDA i¢in Ortalama + SS (standart sapma) seklinde ifade edildi, kategorik veriler

oran seklinde ifade edildi. Kategorik verilerin karsilagtirmalar1 Ki-Kare Testi ile yapildi.

Stirekli degigkenlerin normallik analizleri Shapiro-Wilk Testi ile yapildi. Normal
dagilima uyan verilerin dort grup arasindaki karsilagtirmalari icin One way ANOVA Testi,
uymayanlar i¢in Kruskal Wallis Test (Post hoc: Mann Whitney U Testi) kullanild.
Degiskenler arasindaki dogrusal iliski Spearman Korelasyon Testi ile analiz edildi. Hasta
gruplari arasindaki karsilagtirmada Student T-test kullanildi. Serum kallistatin ile diger
degiskenler arasinda genel lineer regresyon analizi ile tek degiskenli ve ¢ok degiskenli

korelasyon analizi yapildi.

Romatoid Artrit hastalarinda IL-6, TNF-a, Kkallistatin, TOS, OSI, MDA
parametrelerinde Alic1 Isletim Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic, ROC)
analizi uygulanarak egri altindaki alan, duyarlilik, dzgiilliik degerleri verildi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak ele alindi. Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Test igin

istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,0125 olarak ele alindu.
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4. BULGULAR

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Romatoloji Poliklinigi’ne basvuran RA
tanis1 almis, DAS28 aktivite skorlamasina gore aktivite siniflandirmasi yapilarak remisyon
RA, diistik aktiviteli RA ve orta-agir aktiviteli RA hasta gruplarini i¢eren toplam 80 hasta
calismaya dahil edilmistir. Calismanin kontrol grubu ise hasta grubu ile yas ve cinsiyet

acisindan uyumlu 25 saglikli kisi dahil edilerek olusturulmustur.

4.1. Cahisma Gruplarina Ait Demografik Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarina ait demografik veriler Cizelge 4.1°de verilmistir. Kontrol
grubunun yas ortalamasi 48,52; remisyon RA grubunun yas ortalamasi 45,5; diistik aktiviteli
RA grubunun yas ortalamas1 48,82 ve orta-agir aktiviteli RA grubunun yas ortalamasi 50,81
olarak bulunmustur (p=0,413). Gruplar arasinda cinsiyet (p=0,871) ve yas bakimindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir (p>0,05).

Cizelge 4.1. Calisma gruplarina ait demografik veriler

Parametre Kontrol Remisyon Diisiik Orta-Agir p degeri
(n=25) (n=25) (n=25) (n=30)
Cinsiyet*
(K/E) 20/5 20/5 19/6 2416 0,871
Yas (yil)*
Ortalama + SS 48,52+9,95 45,5+7,56 48,82+11,13 50,81+11,57 0,413

*One Way ANOVA testi, K/E: Kadin cinsiyetin erkek cinsiyete gore orani, SS: Standart sapma

4.2. Cahsma Gruplarina Ait Inflamasyon Iliskili Test Sonuclar1 Degerlendirmesi
Calisma gruplarma ait inflamasyon ile iliskili test sonuglart Cizelge 4.2’de
verilmistir. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda CRP diizeylerinin orta-agir aktiviteli RA
gruplarinda; kontrol grubu, remisyon RA ve diisiik aktiviteli RA gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,001). Orta-agir

aktiviteli RA grubunda ise diisiik aktiviteli RA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
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derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<<0,001). Sedimantasyon diizeylerinin ise orta-agir
aktiviteli RA gruplarinda, kontrol grubu, remisyon RA ve diisiik aktiviteli RA gruplarina

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,001).

Cizelge 4.2. Calisma gruplarina ait inflamasyon iligkili test sonuglari

Parametre Kontrol Remisyon Diisiik Orta- Agir p degeri
(n=25) (n=25) (n=25) (n=30)
CRP (mg/dL)*
Ortanca 3(2-3) 4 (3-3,5) 4 (3-6) 12 (4,1-24) <0,001¢ef
(min-max)

Sedim (mm/h)*
Ortanca 5 (4-7) 9 (6-13) 11 (4-14) 24 (13,5-35,5) <0,001¢°f
(min-max)
*One Way ANOVA testi, b, ¢, e ve f ikili kiyaslamalari temsil etmektedir. b: Kontrol grubu ile Remisyon hasta
grubu arasindaki, ¢: Kontrol ile orta-agir hasta grubu arasindaki, e:remisyon hasta grubu ile orta- agir hasta
grubu arasindaki, f: disiik aktiviteli hasta grubu ile orta- agir hasta grubu arasindaki istatiksel farki
gostermektedir. CRP: C-reaktif protein, Sedim: Sedimantasyon, min: minimum, max: maksimum.

4.3. Romatoid Artrit Hastalarina Ait Klinik Verileri Sonu¢larmmin Degerlendirilmesi
Romatoid Artrit hastalarma ait klinik veriler Cizelge 4.3’te verilmistir. CCP
pozitifligi her grup icin ayr verilmistir. Ilag kullanimi bDMARD ve ¢cDMARD kombine
kullanim1 veya cDMARD tek basina kullanilarak uygulanmig, hastalik gruplarinin farkl
olmasi nedeniyle standardize edilememistir. Agrili ve sis eklem sayis1 DAS28 aktivite

Olceginde etkili olan parametreler oldugundan klinik verilere dahil edilmistir.

Cizelge 4.3. Romatoid Artrit hastalarina ait klinik verileri sonuglari

Parametre Remisyon Diisiik Orta- Agir
(n=25) (n=25) (n=30)
CCP pozitifligi
(%) 50 45 55
Tlac kullanim 5 bDMARD+cDMARD 9 bDMARD+cDMARD 12 bDMARD+cDMARD
20 cDMARD 16 cDMARD 18 cDMARD
Agrili eklem - 2 12
sayisl
Sis eklem sayisi - 2 11

CCP: anti-sitriilline edilmis protein, L DMARD: biyolojik DMARD, cDMARD: konvansiyonel DMARD

46



4.4. Calisma Gruplarina Ait ELISA Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarina ait ELISA parametrelerinin gruplar arasindaki karsilastirma
sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. IL-6 diizeyleri kontrol grubuna kiyasla remisyon RA,
diisiik aktiviteli RA, orta-agir aktiviteli RA gruplarinda isatatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Orta-agir aktiviteli RA grubunda ise remisyon RA grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001). TNF-a
seviyelerinin ise, remisyon RA, diisiik aktiviteli RA, orta-agir aktiviteli RA gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,001). Kallistatin
seviyelerinin, kontrol grubuna kiyasla diistik aktiviteli ve orta-agir aktiviteli RA gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmis ve orta-agir akiviteli RA
grubunda remisyon RA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p<0,001). VEGF seviyelerinin orta-agir aktiviteli RA grubunda, kontrol
grubu, remisyon RA grubu ve diisiik aktiviteli RA grubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001).
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Cizelge 4.4. Calisma gruplarina ait ELISA sonugclar1

Parametre Kontrol Remisyon Diisiik Orta-Agir p-degeri
(n=25) (n=25) (n=25) (n=30)

IL-6
(pg/mL) 5,46 (4,89-9,99) 13,89 (7,39-20,61) 20,83 (11,18-26,77) 21,5 (16,18-34,72) <0,0012bce
Ortanca

(min-max)

TNF- a
(pg/mL) 117,58 (102,61-122,5) 128,68 (124,17-136,97) 127,85 (119,85-138,53)  134,7 (124,4-165,45) <0,0012b¢
Ortanca

(min-max)

Kallistatin
(ng/mL) 42,3 (36,6-52,6) 57,15 (43,65-64) 60,8 (50,9-69,3) 69,35 (61,9-83,05) <0,001Pce
Ortanca

(min-max)

VEGF
(pg/mL) 284,2 (179,9-353,6) 286,95 (192,9-339,55) 206,8 (160,3-396,9) 575,25 (284,35-736,5) <0,001¢f
Ortanca

(min-max)

*One Way ANOVA testi, a, b, c, e ve f ikili kiyaslamalar1 temsil etmektedir. a: Kontrol grubu ile remisyon
hasta grubu arasindaki, b: Kontrol grubu ile Remisyon hasta grubu arasindaki, c: Kontrol ile orta-agir hasta
grubu arasindaki, e: Remisyon hasta grubu ile orta- agir hasta grubu arasindaki, f: Diisiik aktiviteli hasta grubu
ile orta- agir hasta grubu arasindaki istatiksel farki gostermektedir. IL-6: interlokin6, TNF- o:Tiimor nekrozis
faktor alfa, VEGF: vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, min: minimum, max: maksimum.

4.5. Cahsma Gruplarina Ait Oksidatif Stres Parametreleri Sonuglarmin
Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin oksidatif stres parametreleri yoniinden karsilastirilma sonuglar
Cizelge 4.5’ de verilmistir. TAS diizeyi ¢alisma gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
gostermemisken, TOS ve OSI seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla diisiik aktiviteli RA grubu
ile orta-agir aktiviteli RA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p<0,001). MDA diizeylerinin ise, orta-agir aktiviteli RA hasta grubunda,
kontrol grubu, remisyon RA ve diisiik aktiviteli RA grubuna kiyasla anlaml1 derecede yiiksek

oldugu bulunmustur (p<0,001).
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Cizelge 4.5. Calisma gruplarina gore oksidatif stres parametrelerinin sonuglari

Parametre Kontrol Remisyon Diisiik Orta-Agir p-degeri
(n=25) (n=25) (n=25) (n=30)
TAS
(mmol Trolox/L) 1,16 (1,09-1,26) 1,21 (1,08-1,31) 1,11 (1,03-1,18) 1,07 (0,95-1,19) 0,055
Ortanca (min-max)
TOS
(nmol H20-/L) 12,91 (12,04-14,33) 16,38 (12,57-20,98) 21,11 (14,65-22,86) 22,22 (20-23,13) 0.001°
< ; ,C.e
Ortanca (min-max)
oSl 1,12 (1,1-1,14) 1,49 (1,06-1,69) 1,8 (1,38-2,09) 2,01(1,58-2,29)  <0,001P¢¢
Ortanca (min-max)
MDA 3,58+0,84 3,74+1,17 4,36+0,71 5,52+1,7 <0,001¢&f
(nmol/mL)
Ortalama £SS

*One Way ANOVA testi, b, ¢, e ve fikili kiyaslamalar1 temsil etmektedir. b: Kontrol grubu ile Remisyon hasta
grubu arasindaki, c: Kontrol ile orta-agir hasta grubu arasindaki, e: Remisyon hasta grubu ile orta- agir hasta
grubu arasindaki, f: Diigiik aktiviteli hasta grubu ile orta-agir hasta grubu arasindaki istatiksel farki
gostermektedir. TAS: Total antioksidan status, TOS: Total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA:
Malondialdehit, Min: Minimum, Max: Maksimum, SS: Standart sapma.

4.6. Cahsma Gruplarinda Ait Demografik Veriler, Klinik Veriler ile ELISA
Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplarina ait demografik veriler, Klinik veriler ile ELISA parametreleri
arasindaki korelasyon analizleri Cizelge 4.6’da verilmistir. CRP diizeyleri ile sedimantasyon
diizeyleri arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon
(r=0,731 ve p<0,001); CRP diizeyleri ile IL-6, TNF-a, kallistatin diizeyleri arasinda pozitif
yonde orta diizeyde istatitiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (r=0,549; 0,453;
0,441; p<0,001). CRP diizeyleri ile TAS diizeyleri arasinda negatif yonde zayif diizeyde
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (r=-0,271; p=0,009). CRP diizeyleri ile
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TOS, OSI ve MDA diizeyleri arasinda ise; pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak
anlamli korelasyon saptanmistir (r=0,548; 0,533; 0,445 p<0,001). Sedimantasyon diizeyleri
ile IL-6, TNF-a, TOS diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak
anlamli Kkorelasyon saptanmistir (r=0,425; 0,401; 0,455 ve p<0,001). Sedimantasyon
diizeyleri ile, kallistatin, VEGF, OSI ve MDA diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diisiik
diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (r=0,353; 0,295; 0,378; 0,338
ve p<0,001; 0,004).
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Cizelge 4.6. Calisma gruplarina ait demografik veriler ve Klinik verilerin ELISA ve oksidatif stres
parametreleri ile korelasyonu

Parametre Yas CRP Sedimantasyon

r 1 0,05 0,084

Yas D . 0,181 0,155
r 0,05 1 0,731%*

CRP D 0,181 . <0,001

r 0,084 0,731%* 1
Sedimantasyon D 0,155 <0,001

r 0,11 0,549%* 0,425%*

IL-6 D 0,294 <0,001 <0,001
r 0,082 0,453%* 0,401%*

Ll D 0,442 <0,001 <0,001
r 0,174 0,441%* 0,353%*

Kallistat D 0,099 <0,001 0,001
r 0,042 0,358%* 0,295%*

VEGF D 0,688 <0,001 0,004
r 0,002 0,271 0,187

TAS D 0,986 0,009 0,074
r 0,105 0,548 0,455+

TOS D 0,319 <0,001 <0,001
r 0,045 0,533%* 0,378%*

oSl D 0,669 <0,001 <0,001
r 0,032 0,445 0,338%*

MDA D 0,759 <0,001 0,001

Spearman korelasyon testi analizi * p<0,05, ** p<0,01 temsil etmektedir. CRP: C-reaktif protein, IL-6:
Interlokin-6, TNF-o: Tiimor nekrozis faktor alfa, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, TAS:
Total antioksidan status, TOS: Total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehit.
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4.7. Cahsma Gruplarma Ait Demografik Veriler, Klinik Veriler ile Oksidatif Stres
Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplaria ait ELISA parametre diizeylerinin demografik veriler, klinik
veriler ve oksidatif stres parametreleri ile iligkili korelasyon analizi sonuglar Cizelge 4.7°de
verilmistir. IL-6 diizeyleri ile TNF-o, kallistatin, VEGF ve MDA diizeyleri arasinda pozitif
yonde diislik-orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (sirasiyla; r=
0,313; 0,279; 0,263; 0,242 ve p=0,003; 0,007; 0,011; 0,02). IL-6 diizeyleri ile TOS ve OSI
diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptanmustir (r=0,509; 0,42 ve p<0,001). TNF-a diizeyleri ile kallistatin ve OSI diizeyleri
arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir
(r=0,408; 0,441 ve p<0,001). TNF-a diizeyleri ile VEGF ve TOS diizeyleri arasinda pozitif
yonde diisiik orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (r=0,326;

0,359 ve p=0,002; <0,001).
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Cizelge 4.7. Calisma gruplarina ait ELISA parametrelerinin, demografik, klinik veriler ve oksidatif stres

parametreleri ile korelasyonu

Parametre IL-6 TNF-a Kallistatin VEGF
r 0,11 0,082 0,174 0,042
Yas D 0,294 0,442 0,099 0,688
r 0,05 0,453%* 0,441% 0,358**
CRP D 0,181 <0,001 <0,001 <0,001
r 0,084 0,401%* 0,353%* 0,295%*
Sedimantasyon p 0,155 <0,001 0,001 0,004
r 1 0,313%* 0,279%* 0,263*
IL-6 D 0,003 0,007 0,011
r 0,313%* 1 0,408** 0,326**
TNFg D 0,003 <0,001 0,002
r 0,279%* 0,408** 1 0,171
Kallitaigy D 0,007 <0,001 0,105
r 0,263* 0,326%* 0,171 1
VEGF P 0,011 0,002 0,105
r 10,059 0,012 10,106 10,096
TAS D 0,574 0,914 0,317 0,362
r 0,500%* 0,350%* 0,420%* 0,407**
TOS D <0,001 0,001 <0,001 <0,001
r 0,42%* 0,441%* 0,333%* 0,481%*
Osl D <0,001 <0,001 0,001 <0,001
r 0,242* 0,09 0,373%* 0,287**
MDA D 0,02 0,404 <0,001 0,006

Spearman Korelasyon testi analizi * p<0,05, ** p<0,01 temsil etmektedir. CRP: C-reaktif protein, IL-6:
Interlokin-6, TNF-a: Tumor nekrozis faktor alfa, VEGF: Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii, TAS: Total
antioksidan status, TOS: Total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehit



4.8. Calisma Gruplarinda ELISA Parametreleri le Oksidatif Stres Parametreleri
Arasindaki Korelasyon Analizleri

Calisma gruplarina ait ELISA parametre diizeylerinin demografik veriler, klinik
veriler ve oksidatif stres parametreleri ile iliskili korelasyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.8°de
verilmigtir. Kallistatin diizeyleri ile TOS diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmistir (1=0,429 ve p<0,001). Kallistatin
diizeyleri ile OSI ve MDA diizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli diizeyde diisiik-orta
derecede korelasyon saptanmustir (r=0,333; 0,373 ve p=0,001; <0,001). VEGF diizeyleri ile,
TOS ve OSI diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli
korelasyon (r=0,407; 0,481 ve p<0,001); VEGF ile MDA diizeyleri arasindan pozitif yonde
diisiik diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmustir (r=0,287; p=0,006).
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Cizelge 4.8. Calisma gruplarina ait oksidatif stres parametreleri ELISA parametre diizeylerinin demografik
veriler, klinik veriler ve ile iliskili korelasyon

Parametre TAS TOS oSl MDA
r -0,002 0,105 -0,045 -0,032
Yas
p 0,986 0,319 0,669 0,759
r -0,271 0,548** 0,533** 0,445**
CRP
p 0,009 <0,001 <0,001 <0,001
r -0,187 0,455** 0,378** 0,338**
Sedimantasyon
p 0,074 <0,001 <0,001 0,001
r -0,059 0,509** 0,42** 0,242*
IL-6
p 0,574 <0,001 <0,001 0,02
r -0,012 0,359** 0,441** 0,09
TNF-a
p 0,914 0,001 <0,001 0,404
r -0,106 0,429** 0,333** 0,373**
Kallistatin
p 0,317 <0,001 0,001 <0,001
r -0,096 0,407** 0,481** 0,287*
VEGF
p 0,362 <0,001 <0,001 0,006
r 1 0,354** 0,308* -0,354**
TAS
p 0,001 0,003 0,001
r -0,016 1 0,752** 0,308*
TOS
p 0,879 <0,001 0,003
r -0,388** 0,752** 1 0,354**
oSl
p <0,001 <0,001 0,001
r -0,354** 0,308* 0,354** 1
MDA
p 0,001 0,003 0,001

Spearman Korelasyon testi analizi * p<0,05, ** p<0,01 temsil etmektedir. CRP: C-reaktif protein, IL-
6: Interlokin-6, TNF-o: Tiimor nekrozis faktor alfa, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori, TAS:
Total antioksidan status, TOS: Total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehit.



4.9. Calisma Gruplarinda Multinominal Regresyon Modeli Analizi

Caligma gruplarinin multinominal regresyon modeli analizi sonuglar1 Cizelge 4.9°da
verilmistir. Ilgili model, kontrol grubu referans alinarak ¢alisma parametrelerinin kontrol
grubuna kiyasla hastalik gruplarinda, kat diizeyindeki farklilik miktarinin tahmini ifadesinin
yapilabilmesi i¢in kurulmustur. TNF-a, IL-6 ve OSI parametreleri, kontrole kiyasla
remisyon RA, diisiik aktiviteli RA ve orta-agir aktiviteli RA gruplarinda istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur (p=0,003; <0,001;<0,001). Kallistatin ve MDA parametreleri, diisiik
aktiviteli RA ve orta-agir aktiviteli RA gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,035; <0,001 ve p=0,039; <0,001). VEGF
ise orta-agir aktiviteli hastalik grubunda kontrol grubu, remisyon RA ve diisiik aktiviteli RA
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur
(p=<0,001).

Cizelge 4.9. Calisma gruplarinda multinominal regresyon modeli analizi sonuglari

Parametre Kallistatin* TNF- a IL-6 OSI* MDA VEGF*
n=105 n=105 n=105 n=105 n=105 n=105
Kontrol
(n=25) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref)
1,525 1,137% 4,806* 4,362* 1,179 1,102
R?:l';%’;’n (0,595-3904)  (1,043-1,238)  (1,365-16,927) (1,093-17,405) (0,563-2.47)  (0,501-2,424)
p=0,379 p=0,003 p=0,015 p=0,037 p=0,662 p=0,081
2,683* 1,149%* 10,06%* 8,679%* 2,078* 0,989
Diisiik
(ar5) (1,074-67)  (L055-1,25)  (2,681-37,739)  (2,209-34009)  (1038-4,150)  (0,457-2,139)
p=0,035 p<0,001 p=0,001 p=0,002 p=0,039 p=0,977
5,558+ 1,167+ 20,078 15,058%* 4,191% 4,047%
O(rrt:i's%f“ (2,193-14,088)  (1,073-1,269)  (5,193-77,628) (3,843-59,01) (2,025-8673)  (1854-8,833)
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

*Parametreler siirekli degisken olarak modellenmistir (1 SD log-doniistiiriilmils parametre). Yas, cinsiyet ve
CCP'ye gore ayarlanmig ¢ok terimli regresyon modeli. *Parametreler siirekli degisken olarak modellenmistir
(1 SD log-doniistiiriilmiis parametre). **OSI siirekli bir degisken olarak modellenmistir (1 SD doniistiiriilmiis
parametre). *Korelasyon <0.05 diizeyinde anlamlidir. ** Korelasyon < 0.01 diizeyinde anlamlidir.

TNF-q: Timér nekroz faktor-alfa, 1L-6: Interlokin-6, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, TAS: Total
antioksidan status, TOS: Total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehid. Spearman
korelasyon analizi.
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4.10. Cahisma Gruplarinda Serum Kallistatinin Tek Degiskenli ve Cok Degiskenli
Korelasyonlar:

Serum Kallistatinin biyokimyasal parametrelerle korelasyonunun iyi anlasilabilmesi
amaciyla gesitli korelasyon modelleri olusturulmustur. Demografik veriler, klinik veriler,
oksidatif stres belirtegleri ve inflamatuar belirtecler ile serum kallistatin seviyelerinin tek ve
cok degiskenli korelasyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Korelasyon tek
degiskenli olarak serum kallistatin diizeyinde kuruldugunda kontrol grubu ile orta-agir
aktiviteli RA grubu arasinda, TOS, OSI, MDA, TNF-0, CRP ve ESH parametreleri ile
istatistiksel olarak anlamli diizeyde korelasyon saptanmistir (p<0,001). Cok degiskenli iki
korelasyon modeli kurulmustur. Orneklem iizerinde Model 1°de gruplar aras1 fark, Model
2’de ise gruplar arasi fark ile birlikte cinsiyet degiskenleri gozetilerek korelasyon analizleri
yapilmistir. Kurulan modellerin sonucunda; Model 1’de serum Kkallistatinin gruplar
arasindaki farktan bagimsiz olarak kontrol grubuna kiyasla orta-agir aktiviteli RA hasta
grubunda (OR=2,467 ve p= 0,041) ve aym1 zamanda cinsiyet degiskeni ile anlamli
korelasyon gosterdigi (OR=1,719 ve p=0,02) saptanmistir. Model 2°de ise gruplar arasindaki
fark ile birlikte cinsiyet degiskeninden de bagimsiz olarak, serum kallistatinin kontrol
grubuna kiyasla orta-agir aktiviteli RA hasta grubunda anlamli korelasyon degerlerini

(OR=3,425 ve p<0,001) korudugu saptanmustir.
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Cizelge 4.10. Calisma gruplarinda serum kallistatinin demografik veriler, klinik veriler, oksidatif stres
belirtecleri ve inflamatuar belirtecler ile tek degiskenli ve ¢ok degiskenli korelasyonlari

Bivariate
Parametre correlations OR Model 1 p-degeri OR Model 2 p-degeri
r p-degeri Cl (%95) Cl (%95)
# Grup 0,514 <0,001 2,467 (1,037-5,866) 0,041 3,425 (2,17-5,407) <0,001
Yas 0,174 0,099 1,013 (0,995-1,030) 0,151 1,011 (0,994-1,029) 0,193
Cinsiyet 0,202 0,055 1719 (1,089-2,713) 0,02 1,614  (0,938-2,779) 0,084
TAS -0,106 0,317

TOS 1 0,429 <0,001
OSI'1 0,333 <0,001 1,106  (0,751-1,628) 0,61
MDA 0,373 <0,001 1,093  (0,946-1,262) 0,229
VEGF 1 0,109 0,302
TNF-a 0,408 <0,001 1,004 (0,996-1,012) 0,345
IL-6 1 0,279 0,007 0,91 (0,719-1,151) 0,429
CRP 0,441 <0,001 0,992 (0,984-1) 0,062
ESH 1 0,353 0,001 1,222 (0,947-1,576) 0,123

CCP 0,175 0,098 0915  (0,613-1,366) 0,665

*Cinsiyet kukla degisken olarak kodlanmistir; 1= Kadin ve 2= Erkek. # Grup 1=kontrol, 2=remisyon,3=diisiik
ve 4=orta-siddetli olmak iizere kukla degisken olarak kodlandi. o 1 SD log-analizden dnce doniistiiriildi. Tiim
tek oranlar, Model 1 i¢in ayarlama yapildiktan sonra gosterilir: Grup, Yas, Cinsiyet, OSI, MDA, TNFa, IL-6,
CRP, ESR ve CCP. Model 2: Grup, Yas ve Cinsiyet. Coklu regresyon modelindeki grup, Grup 4 ve Grup 1
icin gosterilmistir. TAS: Total antioksidan status, TOS: total oksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA:
malondialdehit, VEGF: Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii, TNF-o: Timor nekroz faktorii alfa, 1L-6:
Interldkin 6, CRP: C-reaktif protein, ESH: Eritrosit sedimantasyon hizi CCP: anti-sitriillenmis antikor
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4.11. Cahsma Gruplarinda ROC Analizi

Hasta gruplarinda yapilan ROC analizi sekil 4.1°de verilmistir. RA hastalarinda IL-
6, TNF-a, kallistatin, VEGF, TAS, TOS, OSI ve MDA parametrelerinin tanisal etkinligini
test etmek icin ROC analizi yapilmistir. ROC analizi sonucunda, egrinin altinda kalan alan
(EAA); IL-6 i¢in 0,886; TNF-a i¢in 0,857; kallistatin i¢in 0,801; TOS i¢in 0,835; OSI i¢in
0,849; MDA i¢in 0,77 olarak tespit edilmis (tiim degerler i¢in p<0,001), VEGF ve TAS igin

uygun anlamlilik ve EAA tespit edilmemistir.

ROC Curve
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! — [al=]]
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Diagonal segments are produced by ties.

Sekil 4.1. Calisma gruplarinda ROC analizi sonuglart

ROC analizinin sonuglar1 Cizelge 4.11°de kesim degeri, duyarhilik, 6zgillik, p
degeri olarak verilmistir. IL-6 >7,039 kesim degeri icin duyarlilik 0,818, 6zgiilliik 0,818;
TNF-a > 122,85 kesim degeri i¢in duyarlilik 0,818 ve 6zgiilliikk 0,773; kallistatin > 53 kesim
degeri i¢in duyarlilik 0,818 ve 6zgiilliik 0,803; TOS >1,185 i¢in duyarlilik 0,955 ve 6zgiilliik
0,803; OSI > 15,97 i¢in duyarlilik 0,864 ve 6zgiilliik 0,712; MDA > 3,985 i¢in duyarlilik
0,864 ve ozgiilliik 0,727 olarak hesaplanmistir (p<0,001).

59



Cizelge 4.11. Hasta gruplarinda ROC analizi sonuglar1

Parametre  Kesim degeri Duyarhhk Ozgiilliik ROC Egrisi
EAA p degeri
IL-6 7,039 0,818 0,818 0,886 (0,795-0,978) <0,001
TNF-a 122,85 0,818 0,773 0,857 (0,768-0,946) <0,001
Kallistatin 53 0,818 0,803 0,801 (0,662-0,94) <0,001
TOS 1,185 0,955 0,803 0,835 (0,749-0,92) <0,001
OSlI 15,97 0,864 0,712 0,849 (0,77-0,927) <0,001
MDA 3,985 0,864 0,727 0,77 (0,67-0,87) <0,001

Alic1 Isletim Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic, ROC) analiz. 1L-6: Interlokin6 TNF-o: Tiimér
nekrozis faktor alfa, TOS: Total oksidan status OSI: Oksidatif stres indeksi MDA: Malondialdehit
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5. TARTISMA

Romatoid Artrit, kronik inflamasyon ve eklem hasariyla karakterize otoimmiin bir
inflamatuar artrittir (Smolen ve ark, 2017). Mevcut ¢alismada, literatiirde ilk defa hastalik
aktivitesine gore gruplara ayrilmis olan RA hastalarinda serum kallistatin diizeyleri ile
proanjiyogenik bir markir olan VEGF, proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a,
oksidatif stres parametreleri olan TAS, TOS ve OSl ile lipid peroksidasyon diizeyi gostergesi
olan MDA diizeyleri ¢alisilmistir.

Romatoid Artrit, yaygin bir inflamatuar artrit tlirii olup 30-65 yaslar1 arasindaki
bireylerde daha sik goriilmektedir. Bununla birlikte RA hastaliginda cinsiyete bagl goriilme
sikligmin erkek cinsiyete gore kadin cinsiyette 2-5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir
(Entezami ve ark, 2011; Smolen ve ark, 2017; Boissier ve ark, 2020). Aslanalp ve ark.
tarafindan 2020 yilinda saglikli bireyler ile RA hastalar1 arasinda yapilan bir ¢alismada,
kadin/erkek hasta orani 2 ve yas ortalamasi 51,1 yil olarak bulunmustur (Aslanalp ve ark,
2020). Yapilan bagka bir ¢calismada RA hastaliginin kadinlarda erkeklere gore 4,5 kat yiiksek
ve hastalarda yas ortalamasinin 25-64 yil araliginda oldugu bulunmustur (Rabab ve ark,
2022). Mevcut c¢alismada literatiirde yapilmis olan c¢alismalara benzer sekilde hasta
gruplarinda yas ortalamasi 45-50 y1l araliginda ve hastaligin kadinlarda erkeklere kiyasla 4
kat fazla oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Romatoid Artrit hastaligimin rutin tan1 ve takibinde kullanilan biyokimyasal
parametrelerinden olan CRP ve ESH’nin, ACR ve EULAR tarafindan hastalik aktivitesi
ayirmaksizin kullanilmasi onerilmektedir (Wells ve ark, 2011; England ve ark, 2019). 2010
yilinda yaymlanan serum akut faz yanit parametrelerinin RA hastalarinda incelendigi bir
caligmada serum CRP ve ESH seviyeleri RA hastalarinda, kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Cylwik ve ark, 2010). Yine yapilan
baska bir calismada RA hastalarinda sinoviyum biyopsisinin inflamasyon diizeyleri ile CRP
ve ESH diizeyleri arasinda korelasyon oldugu bulunmustur (Orr ve ark, 2018).
Calismamizda beklendigi gibi aktif hastalig1 olan bireylerde rutin inflamatuar parametrelerin
saglikli bireylere ve aktif hastalig1 olmayan remisyon ve diisiik aktiviteli RA hastalarina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu goriildii (Cizelge 4.2). Bununla birlikte
Rajael ve arkadaslari tarafindan 2020 yilinda yapilan kesitsel calismada, ACR/EULAR 2010

61



kriterlerine gore tani alan 120 hasta, DAS28 aktivite skorlamasina gore remisyon, hafif, orta
ve siddetli olacak sekilde dort grup halinde gruplandirilmigtir. CRP, ESH, anti-CCP ve RF
serum seviyeleri 6l¢iilmiis, bu parametreler hastalik aktivitesi ile iliskilendirilmistir. ESH ve
CRP’nin hastalik aktivitesi ile ilgili bilgi verdigi ve aynm1 zamanda ESH diizeylerinin agril
eklem sayisi ve sis eklem sayisi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Rajael ve ark, 2020). Mevcut
calismada da, agrili ve sis eklem sayilari literatiirle uyumlu olarak hastalik aktivitesine gore

arttig1 saptanmustir (Cizelge 4.3).

Romatoid Artrit, patogenezinde proinflamatuar sitokinlerin 6nemli rol oynadigi
romatolojik bir hastaliktir. Literatiirde daha oOnce yapilmis olan birgok c¢alismada
proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ile TNF-a’nin RA hastalarinda saglikli bireylere kiyasla
ve yine aktif hastaligi olan kisilerde remsiyonda olan hastalara ve diistik aktiviteli hastalara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde artig gosterdigi ortaya konmustur (Hirano ve
Kashimato, 1986; Mclnnes ve ark, 2007; Tanaka ve ark, 2018; Rajael ve ark, 2020; Kim ve
ark, 2020; Lama ve ark, 2023; Ercan ve ark, 2023). Mevcut ¢alismada, serum IL-6 ve TNF-
a seviyeleri kontrol grubuna gore kiyaslandiginda remisyon RA, diisiik aktiviteli RA ve orta-
agir aktiviteli RA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Elde
edilen sonuglar 15181nda proinflamatuar sitokinlerin RA patogenezindeki rolii bir kez daha

ortaya konmustur (Cizelge 4.4).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, anjiyogenezde, endotel hiicrelerinin gogii ile
¢ogalmasinda ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadir (Kowanetz ve ark, 2006). VEGF,
endotel hiicreleri, fibroblastlar, T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilen en gii¢li
anjiyogenik faktorlerden biridir (Zhang ve ark, 2024). VEGF’nin RA, sistemik lupus
eritematozus (SLE), multiple sklerozis (MS) gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol
oynadigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Blank ve ark, 2007; Zhang ve ark, 2024). VEGF
tarafindan  indiiklenen anjiyogenezin, RA hastalarinda inflamatuar yolaklarin
diizenlemesinde ve ayrica pannus olusturmada 6nemli bir rol oynadig1 yapilan ¢aligmada
gosterilmistir (Zhang ve ark, 2024). Ballara ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, VEGF
diizeylerinin RA hastalarinda saglikli bireylere kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttig1 ve hastalik aktivitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Ballara ve ark, 2001). Yine
yapilan baska bir ¢alismada RA hastalarinda VEGF'nin asir1 ekspresyonunun hastalik

aktivitesi, inflamatuar degisiklikler, eklemlerdeki hasar ve anjiyogenez ile iliskili oldugu
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sOylenmistir (Nam ve ark, 2005). Ozgonenel ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada
VEGF ekspresyon diizeyi, RA hastalarinin serumunda ve sinoviyal sivida osteoartrit
hastalarina gére daha fazla oldugu gozlenmistir (Ozgonenel ve ark, 2010). 2020 yilinda
yapilan anjiyogenik sitokinlerin arastirildigi bir c¢alismada, RA hastalarinda VEGF
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmus ve sinovit siddeti ile de korelasyon
gosterdigi belirtilmistir (Kim ve ark, 2020). RA hastalarinda sitokinlerin etkisinin
arastirildigr bir diger ¢alismada ise, RA hastalarinda VEGF kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Ercan ve ark, 2023). RA
hastalarinda serum diizeylerinin ELISA yontemi ile arastirildigi bir ¢alismada VEGF diizeyi,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmus ayrica ilgili
calismada VEGEF ile hastalik aktivite indeksleri ile pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel
olarak anlamli korelasyon saptanmistir (Boldeanu ve ark, 2023). Mevcut ¢alismada, serum
VEGF diizeyleri, orta-agir aktiviteli RA gruplarinda kontrol, remisyon RA ve diisiik
aktiviteli RA gruplarina kiyasla yiiksek bulunmustir (Cizelge 4.4). Ttiim bu veriler beklendigi
gibi VEGF nin hastalik patogenezinde rol oynayan anjiyogenik bir belirte¢ oldugunu tekrar
ortaya koymustur.

Literatiirde kallistatin diizeylerinin otoimmiin hastaliklarda ¢alisildigi sinirli sayida
calisgma mevcuttur. 2020 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, otoimmiin iiveit modelinin
deneysel olarak olusturuldugu farelerde, kallistatinin T hiicrelerinin aktivasyonunu
engelleyerek deneysel otoimmiin liveiti azalttig belirtilmistir (Muhammad ve ark, 2020).
Yine benzer sekilde farelerde olusturulan deneysel otoimmiin tiveit modelinde ise
kallistatinin T hiicre farklilasmasinda rol oynadigi gosterilerek otoinflamasyonun ana
diizenleyicisi olabilecegi 6ne stiriilmistiir (Chen ve ark, 2021). Romatolojik ve otoimmiin
bir hastalik olan SLE hastalarinda yapilan bir ¢alismada ise serum kallistatin diizeylerinin
saglikli bireylere kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde ylikseldigi gosterilmistir
(Sahilogullari, 2024). Bununla birlikte RA hastalarinda kallistatin diizeylerinin incelendigi
cesitli calismalar mevcuttur. Wang ve arakadaslar1 tarafindan ratlarda yapilan ¢alismada
profilaktik adenoviriis aracili insan kallistatin gen terapisinin, anjiyogenezi ve inflamasyonu
inhibe ederek deneysel olarak olusturulmus olan artriti baskilayabilecegi one siiriilmiistiir
(Wang ve ark, 2005). Yapilan baska bir ¢aligmada osteoartrit ve RA hastalarindan elde edilen
plazma, eklem sivis1 ve sinoviyal doku 6rneklerinde kallistatin diizeyleri ¢alisiimistir. RA'l1

hastalarda dolasimda ve eklem sivisinda kallistatin diizeylerinin yiikseldigi belirtilmistir.
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Ayrica immiinohistokimyasal analiz sonucunda mononiikleer hiicrelerde ve fibroblast
benzeri sinoviyositlerinde hiicre i¢i kallistatin seviyelerinin anlamli derecede artig gosterdigi
bulunmustur (Wang ve ark, 2007). Benzer sekilde farelerde sirasiyla IL-1p ve 1s1yla inaktive
edilmis Mycobacterium tuberculosis kullanilarak in vitro ve in vivo RA modellerinin
olusturuldugu bir c¢alismada kallistatinin RA’ya karst koruyucu rolii arastirilmistir.
Kallistatin tedavisi uygulanan RA hastaligi olan farelerde PGE2, TNF-a, IL-1p ve IL-6
diizeyleri ELISA yontemi ile ¢alisilmis ve histokimyasal olarak hastalik siddetine
bakilmistir. Kallistatinin IL-1p aracili kondrosit apoptozunu hafiflettigi, IL-1B aracili
inflamasyonu belirgin sekilde inhibe ederken, Byoluyla inflamatuar faktorlerin ve aracilarin
diizeylerini azalttig1 gosterilmis ve ayrica kallistatin ile tedavi edilen siganlarin, kontrol
farelerine kiyasla RA siddetinin azaldigi ortaya konmustur (Wang ve ark, 2023). Mevcut
calismada ise, literatiirde ilk defa hastalik aktivitesine gére gruplara ayrilan RA hastalarinda
serum kallistatin diizeyleri bakilmis, kallistatinin RA hastalarinda saglikli bireylere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdigi ve aktif hastaligi olan gruplarda remisyon ve
diistik aktiviteli hastalara kiyasla anlamli diizeyde yliksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.4)
(p<0,001).

Oksidatif stres ve antioksidan savunma mekanizmalarinin zayiflamast RA
patofizyolojisinde etkili olmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, RA patogenezinde
oksidatif stresin onemli bir rol oynadigini desteklemektedir. Oksidatif stres artisi,
hiicrelerdeki serbest radikal ve ROS asir1 iiretimi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin
bozulmasi ile gergeklesmektedir (Mititelu ve ark, 2020). Literatirde RA hastalarinda
oksidatif stres belirteglerinin ¢alisildigi gesitli galismalar mevcuttur. Oksidatif stres belirteci
olan TAS ve TOS ile iki belirtecin birbirine boliimii ile elde edilen ve oksidan hasarin ¢ok
1yi bir gostergesi olan OSI degeri, 2012 yilinda Esen ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada RA hastalarinda serum diizeyinde bakilmustir. Ilgili calisma sonuglarina gore, RA
hastalarinda saglikli bireylere kiyasla TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalmis, TOS diizeyleri artmig ve OSI ise istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. (Esen ve ark, 2012). Yapilan baska bir ¢alismada ise aktif hastaligi olan RA
hastalarinda saglikli bireylere kiyasla TOS ve OSI diizeylerinin anlaml sekilde arttigi, TAS
diizeylerinin ise anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir (Zhou ve ark, 2017). Anmar ve
arkadaslar1 tarafindan RA patogenezinde oksidan hasarin etkisinin incelendigi ¢alismada RA

hasta gruplarinda serum TOS seviyesinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

64



diizeyde vyiikseldigi gosterilmis ve RA tanisinda belirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Anmar ve ark, 2023). Mevcut ¢alismada, TAS diizeyleri hastalik aktivitesi ile
azalmig ancak gruplar arasinda anlaml farklilik gostermemisken, oksidan hasar belirteci
olan TOS ve OSI hasta gruplarinda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5)
(p<0,001). Literatiirde yapilan calismalara benzer sekilde oksidan hasarin hastalik

patogenezinde rol oynadig1 tekrar ortaya konmustur.

Lipid peroksidasyonu, lipidlerin yapisinda bulunan doymamis molekiillerin,
Ozellikle de doymamis ¢ift bag iceren yag asitlerinin yiikseltgenmesi ile
gerceklestirilmektedir. Lipid peroksidasyonu lipidden koparilan bir serbest lipid radikali
olusumu ile baslamaktadir. Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun gostergesidir. Serum
MDA diizeyi ise oksidatif stres durumunun giivenilir bir biyolojik belirtecidir (Merino de
Paz ve ark, 2024). Chaturvedi ve arkadaslar1 RA hastalarinin yapilan serum ve sinoviyal
stvidaki MDA diizeylerinin kontrol grubu ve osteoartrit hasta gruplarina kiyasla yiiksek
oldugunu soylemistir (Chaturvedi ve ark, 1999). Yapilan baska bir ¢alismada RA hasta
grubunda MDA diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla anlamli sekilde artis gosterdigi ve
aktif hastaligi olan RA grubunda inaktif hastaligi olanlara kiyasla daha yiikksek MDA
diizeylerinin gorildiigi belirtilmistir (Baskol ve ark, 2005). Bununla birlikte bir diger
calismada yine RA hasta grubunda serum MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunmus, RA tanisinda duyarl bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Anmar ve ark, 2023). Mevcut ¢alismada, lipid peroksidasyonu belirteci olan
serum MDA seviyelerinin de orta-agir hasta gruplarinda, kontrol, remisyon RA, diisiik
aktiviteli RA gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.5) (p<0,001).

Inflamatuar belirteclerden olan CRP ve ESH diizeyleri RA hastaliginin tam ve
takibinde ¢ok 6nemli rol oynayan rutin laboratuvar parametreleridir. Mevcut ¢alismada
beklendigi gibi CRP diizeyleri ile sedimantasyon diizeyleri arasinda pozitif yonde yiiksek
diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon (r=0,731 ve p<0,001) bulunmustur. Ayrica
CRP ve ESH ile proinflamatuar sitokinler, TOS, OSI ve MDA arasinda pozitif yonde diisiik
ve orta diizeyde istatitiksel olarak anlamli korelasyon saptanmustir (Cizelge 4.6). Ayrica IL-
6 diizeyleri ile TNF-a, TOS, OSI ve MDA diizeyleri arasinda pozitif yonde diisiik ve orta
diizeyde, TNF-a diizeyleri ile TOS ve OSI arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel
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olarak anlamli korelasyon saptanmistir. Belirtilen sonuglar RA hastaligi patogenezinde
inflamatuar ve oksidatif yolaklarin birlikte rol oynadigin1 ve ayrica rutin takip parametreleri
olan CRP ve ESH ile proinflamatuar ve oksidatif yolakla ilgili belirtegler arasindaki siki
baglantiy1 bir kez daha ortaya koymustur.

Mevcut ¢alismada VEGF diizeyleri ile proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a
ile CRP, ESH, TOS, OSI ve MDA arasinda pozitif yonde diisiik veya orta diizeyde
istatistiksel olarak anlamli korelasyon gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.7). Bu sonuglar
1s1¢inda, RA hastaliginin  patogenezinde rol oynayan anjiyogenezden sorumlu olan
sitokinlerden biri olan VEGF'nin inflamatuar ve oksidatif stres yolaklar ile iliskili

olabilecegi ve bu yolaklarin hastalik siireglerinde birlikte rol oynayabilecegi sOylenebilir.

Serum kallistatin diizeyleri ile proinflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-6, oksidan
hasar gostergesi olan TOS, OSI ve lipid peroksidasyonunun 6nemli gostergesi olan MDA
diizeyleri arasinda diisiik ve orta diizeyde pozitif yonde korelasyon oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8). Daha once yapilan calismalarda RA hastaliginda kallistatin
uygulamasinin hastalarda o©zellikle eklem hasarim1 azaltict yonde ve inflamasyonu
baskilayici etki gosterdigi belirtilmistir (Wang ve ark, 2023). Tim bu veriler 1s1ginda
kallistatinin inflamatuar ve oksidatif yolaklar ile iliskili olabilecegi sdylenebilir. Ayrica RA
hastalarinda kallistatin diizeylerinin inflamasyonu ve oksidan hasar1 azaltmak i¢in artig

gosterdigi ancak bu artigin yeterli diizeyde olmadig ileri siiriilebilir.

Kallistatinin RA hastalarinda yeni bir biyobelirte¢ olarak kullanimu ile ilgili olarak
cesitli istatistiksel analizler yapilmistir. Yapilan multinominal regresyon analizinin
sonuglarina gore, serum kallistatin degerlerinin hastalik aktivitesinde ortaya ¢ikan
degisimler ile artis gostermesinin beklenmesi, aktivite bazinda belirteg¢ olarak
degerlendirilebilecegi yorumunu desteklemektedir (Cizelge 4.9). Ayrica tek degiskenli ve
cok degiskenli regresyon modelleri analizlerinin sonucunda, kontrol ve orta-agir aktiviteli
RA hasta grubu arasinda anlamli farklilik saptanmis ve bu sonuglar aktif inflamasyon
varhginda serum Kkallistatinin RA hastaligi igin biyobelirte¢ olabilecegini yine
desteklemektedir (Cizelge 4.10). Belirtilen istatistiksel c¢aligmalara ek olarak mevcut
calismada ROC analizi yapilmistir. ROC analizi tani testlerinin 6nemini gostermektedir.
ROC analizi ile ideal kesim degerleri belirlenmis, kesim degerlerine bagl olarak duyarlilik

ve 0zgiilliik degerleri hesaplanmistir. ROC analizinin sonucunda, inflamatuar markirlar olan
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IL-6 ve TNF-0, oksidatif stres markirlarindan TOS, OSI ve lipid peroksidasyonu belirteci
olan MDA i¢in EAA degerleri yiiksektir ve anlamli bulunmustur (Cizelge 4.11). Calismada
yeni parametre olarak kullanilan kallistatin 53 kesim degerine gore ozgiillik %81,8 ve
duyarlilik %80,3 olarak hesaplanmis, EAA 0,801 olarak goriilmiistiir (Cizelge 4.11). Biitiin
bu sonuglar 1g1ginda ozellikle aktif inflamasyonu olan orta-agir aktiviteli RA hasta

gruplarinda kallistatinin tani testi olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilebilir.

Mevcut ¢alismada baz1 kisithliklar dikkati ¢cekmistir. Ozellikle biitge kisitliligr ve
yasanan 6 Subat depremi nedeniyle yeterli sayida RA hastasi (ek hastaligi bulunmayan)
calismaya dahil edilememistir. Hastalar, farkli hastalik aktiviteleri gosterdiginden ilag

kullanimi standardize edilememistir.
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6. SONUC

1. Literatiirde ilk defa hastalik aktivitesine gore ayrilan RA hastalarinda serum kallistatin
diizeyleri ile proanjiyogenik bir markir olan VEGF, proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve
TNF-0, oksidatif stres parametreleri olan TAS, TOS ve OSl ile lipid peroksidasyon diizeyi
gostergesi olan MDA diizeyleri ¢aligildi.

2. Elde edilen sonuglar 1s1¢inda kallistatinin RA hastalig1 patogenezinde gorev yapan bir

belirte¢ oldugu sdylenebilir.

3. Mevcut ¢alisma sonuglarina gore RA hastaliginin patogenezinde inflamasyon ve oksidatif

stresin ¢ok dnemli bir rol oynadigini tekrar gosterilmistir.

4. RA hastalarinda yapilan ROC analizi sonuglarina gore kallistatin i¢in EAA degeri 0.801
olarak bulunmustur. Yapilan ROC analizi, rutin parametreler olan CRP ve sedimantasyon
ile olan korelasyonu ve multinominal regresyon analizi sonuglarina gore 6zellikle aktif

hastalik 6ngoriisiinde kallistatinin ¢ok dnemli bir belirte¢ olabilecegi soylenebilir.

6. Sonug olarak RA patogenezinde gorev yapan farkli yolaklar ve bu yolaklarda gérev yapan
belirtecler mevcuttur. Elde edilen sonucglarimiza gore kallistatinin RA patogenezinde

oksidatif ve inflamatuar yolaklar ile birlikte rol oynayan bir belirte¢ olabilecegi sdylenebilir.

7. Ancak kallistatinin RA hastalig1 patogenezindeki roliiniin daha iyi anlagilabilmesi i¢in

daha genis hasta gruplarinda yapilacak olan yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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