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OZET

DUZCE UNIVERSITESI HASTANESI’ NE BASVURAN ROMATOID
ARTRITLI HASTALARDA MVK (MEVALONAT KiINAZ ) VE NLRP12 (NOD
BENZERI RESEPTOR PROTEIN 12) GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ INCELENMESI

Duygu BIRCAN
Diizce Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani; Dog. Dr. Recep EROZ
Haziran, 2016 112 sayfa

Bu ¢alismanin amaci romatoid artrit (RA) hastalarinda NLRP12 ve MVK genlerinin
ekspresyon diizeylerini saglikli kontrollerle karsilagtirmak ve bunlarin RA’ daki klinik
onemini belirlemekti. Amerikan romatoloji cemiyetinin RA tan1 kriterlerini karsilayan
ve en az bir yildir bu taniyla takip edilen 38 RA’ 11 hasta (25 kadin, 13 erkek) ve 12
saglikli kontrol (9 kadin, 3 erkek) calismaya dahil edilerek karsilastirildi. Hastalik
aktivitesini degerlendirmek icin fiziksel fonksiyon kapasitesi saglik degerlendirme
anketinin (HAQ) Tiirk¢e versiyonuyla degerlendirildi. TSH, Sedimentasyon, Lokosit,
Trombosit, Karaciger fonskiyon testleri, C-reaktif protein (CRP) ve Romatoid faktor
(RF) diizeyleri rutin labortuvar metodlariyla belirlendi. NLRP12 ve MVK genlerinin
eskpresyon diizeyleri ise kantitatif RealTime PCR yonteminde RQ (rdlatif dlgiim)
degerleri goz Oniinde bulundurularak hesaplandi. Yas ve cinsiyet acisindan RA’ Ir
hastalarla saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p = 0,505 ve p =
0,728). Ortalama hastalik siiresi 8,58 =+ 8,56 (1-33) y1l ve ortalama HAQ skoru 0,81 +
0,73 (0,1-2,4) olarak bulundu. Saglikli kontrollerle karsilastirildiginda RA” It hastalarda
NLRP12 ve MVK ekspresyon diizeyleri ig¢in anlamli derecede bir fark bulundu
(sirastyla p=0,000 ve p=0,001), ancak hastalik remisyon degerleri ve rutin laboratuvar
degerleri acgisindan korelasyon yoktu. Hastalarda MVK ekspresyon seviyesi 4,39 kat ve
NLRP12 ekspresyon seviyesi 5,72 kat kontrollerden fazla bulunmustur. Hastalarda
diger hastalik parametreleri ile hem NLRP12 hemde MVK ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir iliski yoktu (p>0,05). NLRP12 ve MVK gen ekspresyon diizeyleri
arasinda hasta grubu icin giiglii bir anlamli iligki varken (p=0,000), kontrol grubunda
anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,491). Sonug¢ olarak MVK ve NLRP12 genlerinin
ifade diizeylerinin RA’ 11 hastalarda arttifi, bu iki genin ifade diizeyinin birbiri ile
hastaligin patogenezinde iliskili oldugu ve hastaligin erken tanisinda bu genlerin bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Bu konu ile ilgili yapilan ilk
calisma olmasindan dolay1 daha fazla bilgi elde edebilmek i¢in ¢ok sayida katilimcinin
oldugu longitiidinal ¢aligsmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyonu, MVK, NLRP12, Real Time PCR, Romatoid artrit



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MVK (MEVALONATE KINASE) AND NLRP12 (NOD-
LIKE RECEPTOR PROTEIN 12) GENES EXPRESSION LEVELS IN
RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS WHO ADMITTED TO DUZCE
UNIVERSITY HOSPITAL

Duygu BIRCAN
Duzce University Department of Medical Biology and Genetics
Thesis advisor; Assoc. Prof. Dr. Recep EROZ
June, 2016 112 pages

The aim of this study was to compare NLRP12 and MVK genes expression levels in
patients with rheumatoid arthritis (RA) and healthy controls, and to determine their
clinical significance in patients with RA. Thirty-eight patients (25 women, 13 men) with
RA according to American Collage of Rheumatology criteria and at least one year
follow up, enrolled in this study and compared with twelve healthy controls (9 women,
3 men). To evaluate disease activity, physical function capacity was assessed with
Turkish version of the health assessment questionnaire (HAQ). TSH, sedimentation
rate, white blood cells, platelet, liver functions tests, C-reactive protein (CRP) and
rheumatoid factor (RF) levels were determined by routine laboratory methods. Levels of
expression of NLRP12 and MVK genes were calculated by quantitative RealTime PCR
method considering RQ (relative quantification) values. There was no significant
difference with respect to the age (p = 0.505) and gender (p = 0.728) between patients
with RA and healthy controls. The mean disease period was 8.58 +8.56 (1-33) years and
the mean HAQ score was 0.81+0.73 (0.1-2.4) in patients with RA. There was a
significant different NLRP12 levels or MVK levels (respectively p=0.000 ve p=0.001),
but there was no correlation disease remmision values and routine laboratory values in
patients with RA compared to healthy controls. Patients’ NLRP12 expression levels
were 5.72 times and MVK expression levels were 4.39 times greater than controls.There
was no significant correlation between disease parameters and both NLRP12 and MVK
expression levels (p>0.05). While there was a strong significant correlantion between
NLRP12 and MVK ekspression levels in patients (p=0.000), no meaningful association
was found in the control group (p=0.491). As a result, the expression levels of MVK
and NLRP12 genes increased in RA patients, associated with each other and
pathogenesis of the disease, and also we found out these genes can be used as a marker
of early diagnosis of the disease. Because this is the first study on this topic,
longitudinal studies including more participants are necessary to obtain more
information.

Key Words: Gene expression, MVK, NLRP12, Real Time PCR, Romatoid arthritis



1. GIRIS ve AMAC

Romatoid artrit (RA) etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, daha ¢ok sinoviyal eklemleri
tutan, artikiiler yapilarda progresif dekstriiksiyonla seyreden, kronik, inflamatuvar,
sistemik ve otoimmiin bir hastaliktir 1. Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte
genetik, hormonal, enfeksiy6z nedenleri kapsayan multifaktoryel orjinli oldugu
diistiniilmektedir. RA’ mnin prevalansit degisik toplumlarda % 0,3-1,5 arasinda
degismektedir ve kadinlarda erkeklerden 2-3 kat daha sik goriilmektedir 2 Ulkemizde
yapilan bolgesel ¢alismalarda prevalanst % 0,36 ile % 3,7 arasinda bulunmustur 2 RA
her yasta ortaya ¢ikabilmekle birlikte, hastalarin %80’ inde baslangi¢ yas1 30-55 yaslari
arasindadir. RA’ da eklemlerdeki kikirdak ve kemik dokunun yikimina yol agan c¢esitli

inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu ve sinoviyal doku hiperplazisi mevcuttur.

Mevalonat kinaz (MVK) geni, kromozomda 12924 lokasyonunda bulunan, kodlama
yapan 10 ekzon ile kodlama yapmayan intron 1 iceren 21kb’ lik bir gen bélgesidir >. Bu
gen tarafindan, 5> UTR bolgesi farkli olan iki farkli transkripti bulunan MVK proteini
tiretilir. MVK ¢ok sayida hiicresel siiregde 6nemli fonksiyonlara sahiptir ve Mevalonat
yolagi i¢in kritik onem tasir. MVK, enzimatik aktivitesi i¢in ¢ok 6nemli olan dort
korunmus fonksiyonel bolge ve dort aminoasit (K13, E19, E193 ve D204) igerir 4
MVK geni tarafindan kodlanan MVK, kolesterol biyosentezinde ilk asamayi katalizler.
Insanlarda MVK mutasyonu igin homozigot tasiyict olan bireylerde, sendrom ates ve
artan konsantrasyondaki immiinoglobiilinler D ve A ile Kkarakterize olan
hiperimmiinoglobiilinemi D sendromu (HIDS) goriiliir. Yapilan calismalarda MVK

geninde meydana gelen mutasyonlarin, dissemine ylizeysel aktinik porokeratoz (DSAP)

semptomlarina neden oldugu gosterilmistir >°.

NLRP (Niikleotid baglayic1 oligomerizasyon alani, Losince zengin tekrar ve Pyrin
domain igeren) sitoplazmik proteinlere benzer yapida 14 {iyeden olusan gen ailesidir.
Insan kromozomu iizerinde iki kiime halinde 11p15 (NLRP6, 10 ve 14) ve 19q 13.4
(NLRP2, 4,5, 7, 8,9, 11, 12 ve 13) bolgelerinde bulunurlar. Ailenin ¢ogu iiyesi ¢esitli
dokularda yiiksek diizeyde ifade edilmektedir. Bu gen ailesi C.elegans, D. melanogaster,
fare, sican ve insanda cok iyi korunmuslardir. NLRP’ ler kaspaz aktiviteleriyle

inflamasyon ve apoptoz yolaklarina dahil olmuslardir [7]. Bu ailenin iiyesi NLRP12



geni, PYPAF7 olarak da bilinir ve NLRP12’nin ekspresyonunun bagisiklik hiicrelerinde
oldukca smirli oldugu ve inflamatuvar sinyal yolaklarini aktivite ettigi daha Onceki
calismalarda bildirilmistir ®°. Bu gen aile tyelerinin ifade diizeylerinin RA’ da

arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon anabilim dalindaki gorevli hekimlerle yapilan
goriismelerde RA hastaliginin insidansinin bolgemizde yiiksek oldugu ve bu hastaliktan
mustarip olarak hastanemize dikkate deger bir sayida kisinin basvurarak daha sonraki

donemlerde de diizenli olarak rutin kontroller i¢in hastaneye geldigi belirlenmistir.

Bildigimiz kadariyla MVK ve NLRPI12’nin ekspresyon diizeyiyle ilgili RA’ I
hastalarda herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Biz bu ¢alismada Diizce Universitesi
Hastanesine RA tanisiyla basvuran hasta ve kontrol grubundaki MVK ve NLRP12’ nin
ekspresyon diizeylerini tespit edip, bunlarin ekspresyon diizeyleri ile hastalarin
demografik oOzellikleri ve hemogram, sedimantasyon, CRP (C-reaktif protein), RF
(Romatoid faktor) sonuglari arasinda herhangi bir iliskinin olup olmadigini
degerlendirmeyi amagladik. Boylece RA hastaliginda MVK ve NLRP12’ nin
ekspresyon diizeylerinin hastaligin erken donemdeki tamisinda bir belirteg olarak
kullanilabilirligi, bu genlerin ekspresyon diizeyleri ile hastalarin demografik 6zellikleri
ve tahlil sonuglar1 arasinda bir iliskinin olup olmadig: tespit edilerek literatiirdeki bu
eksiklik giderilmis olacaktir. Bdylece bu arastirma sonucunda elde edilen veriler
sayesinde hastaligin erken tanisi ile hastalara erken tedavi uygulanarak hastalik
ilerlemeden hastanin tedavisi yapilmis olacaktir. Ayni zamanda uygulanan tedavi
stratejisinin  basaris1 hakkinda da bilgiler edinilerek hekime bu konuda katk:

saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Romatoid Artrit

Romatoid artrit (RA) hastalig ilk kez 1859 yilinda ingiliz genetikci ve klinisyen olan
Sir Alfred Garrot isimli bir arastirmaci tarafindan kullanilmistir. 1940 yilinda Waaler
isimli arastirmaci, romatoid Artritli hastalarin serumlarinda IgG antikorlar1 ile
duyarhilastirilmis kirmizi kan hiicrelerini aglutine eden bir faktér gozleyip bunu
romatoid faktor (RF) olarak isimlendirmistir. Waaler tarafindan RF’nin bulunmasi ve
bunu takiben kaydedilen gelismeler, RA’da otoimmiin mekazimalarin roliinii
aciklamay1 hedef alir 1011 RA, bzellikle periferik sinovyal eklemleri simetrik tutan,
kronik, sistemik, progressif, multifaktoryel orjinli otoimmiin bir hastaliktir. Uygun
genetik zeminde immiin yanit ve kronik inflamasyonla karekterize, bazen yogun sekilde
eklem dis1 tutulumun da eslik ettigi bu hastalik, fonksiyon kaybina ve uzun donemde

mortaliteye neden olabilir *

. Hastalik eklem sinovyasinda inflamasyonla bagslar.
Zamanla sinovyalda pannus formasyonu olusturup kikirdak, kemik ve diger komsu
dokularda yikima neden olarak eklem deformitelerine yol agar. Siklikla dalgalanmalarla
seyreder ve tedaviye ragmen kronikleserek progresif eklem destriiksiyonu, deformite ve
fonksiyon kaybima neden olabilir. Sonugta hastanin giinliik yasam kalitesi etkilenir *.
Sistemik otoimmiin bir hastalikve en sik goriilen kronik inflamatuar artropati olan RA’l1
hastalar kronik inflamasyonun neden oldugu eklem hasarina bagli olarak agr1 ve

fonksiyon kayiplarindan yakiirlar 1

Hastalik kiigiik sinoviyal eklemleri daha sik etkilemekle birlikte agirlik tasiyan biiyiik
eklemler ve aksiyel iskelet tutulumu da goriilebilmektedir. Hastaligin seyri sirasinda
eklemler diginda diger organlarin tutulumlarinin da goriildigi ekstraartikiiler tutulumlar
vardir *. Onceleri kronik benign seyirli ve mortaliteyi arttirmayan bir hastalik olarak
bilinse de, tarihi akis icerisinde bu goriis tam tersi yonde degismistir. Bu giin hastaligin
yasam kalitesini ciddi sekilde bozdugu, normal populasyona gdre mortalite riskini
arttirdigi, artmis tedavi gideri ve i giicii kaybina bagl olarak topluma biiyiik bir mali
yiik getirdigi bilinmektedir. Bu ciddi hastaligin patogenezinin daha iyi anlagilabilmesi
ve daha etkili tedavisi yontemlerinin gelistirilebilmesi igin arastirmalar yogun bir

sekilde devam etmektedir 13



2.2. Epidemiyoloji

RA yaklagik olarak biitiin diinya genel populasyonunu % 0,5-1 oraninda
etkilemektedir**. RA diinyanin hemen her bélgesinde goriilmekle beraber, prevalansi
cografi bolgelere gore degismekte ve toplumlar arasi farkliliklar gostermektedir. Birgok
calismada beyaz irkta, Avrupali toplumlarda ve Kuzey Amerikalilarda RA prevalansi %
0,5’ ten % 2’ye kadar degismektedir > Bariz cografik ve iklimsel etki saptanamamisg
olmasma ragmen, Akdeniz llkelerinde prevalans Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika
tilkelerinden daha diisiiktiir. Merkez ve Giiney Avrupa’da goriilme siklig1 % 0,5 ile % 1
arasinda iken, Kuzey Avrupa'da daha yiiksektir °. Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada’ da kadinlarda romatoid artrit goriilme sikligi % 1 civarinda olup, erkeklerden
3-4 kat daha siktir **. Literatiirde Cin'in Kinmen adasinda romatoid artrit vakasi goriilme
oran1 % 0,3 iken, Arizona'daki Pima yerlilerinde %5,3 gibi yiiksek goriilme oranlarinda
belirtilmistir *°. 847 Aborjin iizerinde yapilan bir galismada ise, hi¢ romatoid artrit
vakas1 goriillmemistir *’. Ulkemizde RA epidemiyolojisine yonelik yapilan ilk calisma
1968 yilinda ve yaklasik 10.000 kisi taranarak yapilmis ve prevalans: % 0,22 oraninda
bulunmustur. Daha sonra yapilan bolgesel ¢alismalarda da hastaligin prevalanst %0,36
ile %3,7 arasinda bulunmustur % Tek yumurta ikizlerinde konkordansin ¢ift yumurta
ikizlerine gore 4 kat artmis oldugunun belirlenmesi, genetik ve cevresel faktorlerin

hastalik gelisiminde birlikte etkili olabilecegini diisiindiirtmiistir *>*2.

RA kadimnlarda erkeklere gore daha sik olup, kadmnlarin erkeklere orani 2:1 ile 4:1
arasinda degismektedir ve yas ilerledikce cinsiyet farki azalir. Hastaligin baslangi¢ yast
en sik (%80) 35-50 yas arasinda goriiliir. Insidans1 60-64 yas arasi kadimlar da 18-29 yas
aras1 kadinlara gore 6 kat daha fazladir 19 Hastalik goriilme oranlart her iki cinste yasla
beraber artig gostermektedir. 35 yasin altindaki populasyonda % 0,3 iken, 65 yas
iizerinde % 10 dur . Isveg Goteborg’ da yas ortalamasi 79 olan yash populasyonda RA
gorilme sikligi % 10 olarak tespit edilmistir 2 Ancak yeni insidans caligmalar1 son
yillarda bir diisiis gdstermektedir. Ingiltere Galler’ de yapilan bir niifus ¢aligmasinda
kadinlarda yillik RA goriilme oran1 1970 ile 1981 yilllar1 arasinda her 1000 kisi/yila
gore yilda 3,3 olgudan 2,6 olguya diismiistiir. Bu bulgular son on yil igerisinde
kadinlarda RA goriilme oraninin azaldigimi gostermektedir 18 Kadinlardaki goriilme
sikligimmin erkeklerden fazla olmasmin sebebi fareler {izerinde yapilan bir deneyde,
dstrojen hormunun immiin sistem iizerine olan uyarici etkisinden kaynaklanir. Ostrojen,

siipressOr T hiicrelerinin fonksiyonlarini inhibe eder ve Th yardimci hiicrelerinin
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fonksiyonlarini arttirir . Ek olarak dstrojen reseptorleri sinovyal hiicrelerde ve T bellek
hiicrelerinde gosterilmistir. Bu reseptorlerde tespit edilen polimorfizmler hastalikla

iliskili bulunmustur .

2.3. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

RA’ nin nedeni kesin olarak aydinlatilmamis olmakla beraber genetik, g¢evresel,
hormonal faktorler, infeksiyoz etkenler ve otoimmiinitenin hastalik gelisimi i¢in risk
faktorii oldugu diisiiniilmektedir **. Tek basina veya birlikte, RA etiyolojisinde rol
oynayan bir¢ok mekanizma vardir. Romatoid artrit i¢in risk faktorlerini tespit ederken

cevresel ve genetik faktorler dikkate alinmalidir.

2.3.1. Genetik faktorler

Genetik olmayan faktorler biiylik ihtimalle artrit olusumunu tetikleyen baslangic
uyarisint (artritojenik uyar1) yaparlar. Oysa genetik faktorler hastaligin nihai
goriiniimiinii belirler. Hastalik kendiliginden sinirli, kronik veya eroziv olabilir. Yapilan
tahminlerde RA’ da genetik faktorlerin % 15 oraninda, genetik olmayan faktorlerin ise
% 85 oraminda etkili oldugu diisiiniilmektedir 2°. 1970 lerden beri tekrarlanan “genetik
risk tasiyan hastalarda, bilinmeyen bir patojen ya da antijen sonucu tetiklenen ve bunun
sonucu olusan kalict immiin yamt” hipotezi hala gecerliligini korumaktadir. Genetik
faktorlerin yaninda esey hormonlari, enfeksiyon ve gevresel faktorler gibi bazi immiin

tetikleyici etkenlerin de patogenezde rol oynadig: diisiiniilmektedir 2*.

Romatoid artrit hastaliginin olusumunda yapilan aile ¢aligmalar1 bir¢ok genetik faktoriin
riski belirledigini gostermektedir. Siddetli RA olan hastalarin birinci derece
akrabalarinda RA olusma olasilig1r 4 kat daha fazladir. Genetik faktdrlerin 6nemini
vurgulayan en 6nemli 6rnek, monozigot ikizlerinden biri hastalandiginda diger ikizde de
hastaligin goriilme oran1 %30-50 arasindayken, genel toplumda bu oran %1 olup, oysa
genlerinin %50 kadarin1 paylasan dizigot ikizinde hastalik gelisme riskinin ise %2-5
oraninda oldugu disiiniilmektedir “**. Bunlar genetik faktorlerin hastaliga egilimde
%60 civarinda rol oynadigin1 disiindiiren verilerdir. Etyoloji miltifakoriyel olup
genetigi kompleks ve poligeniktir . Bugiine kadar MHC (Major Histocompatibility
Complex) diger adiyla HLA (Human Leukocyte Antigen) alelleri en iyi risk faktori
olarak belirlenmistir. RA i¢in HLADR4 sinif 11 major histokompatibilite kompleksi

alleli ve iligkili allellerin yatkinlik ve hastalik siddeti tizerinde etkili temel genetik

7



risk unsurlar1 oldugu bilinmektedir. Bu genetik faktorlerin 6. Kromozom {izerinde yer
alan HLA sistemi genlerine bagli oldugu ve birden ¢ok genin RA’ y1 etkiledigi
diistiniilmektedir. Ozellikle HLA-DR4 ile RA arasindaki iliskinin tanimlanmasindan
sonra, hastaliga sebep olan genetik faktorlerle ilgili bilgiler ve arastirmalar hizla

artmigtir 2,

HLA genleri immiin sistemde antijenlerin T hiicrelerine iletimi ve bu hiicrelerin
aktivasyonlarinda rol oynarlar. Ayrica olgunlasmamis T hiicrelerinin  Timus
dokusundaki secilimini de diizenlerler. 1978 yilinda yapilan bir ¢alismada, HLA-DR ve
romatoid artrit arasinda genetik bir iliski tespit edilmistir ’. Ayni calismada HLA-DR4’
in romatoid artritli hastalarda % 70, kontrol grubunda ise % 28 oraninda pozitif oldugu
gosterilmistir. Bunun sonucu olarak HLADR4 pozitif kisilerde romatoid artrit olusumu
icin relatif riskin 4-5 kat oldugu belirtilmistir 27 Ancak yeni ¢alismalarda HLA ve
romatoid artrit arasindaki iligkinin hastanin gelisiminden ya da diger bir deyisle sinovite
olan yatkinligindan ¢ok, hastaligin derecesi ve kroniklige gidis egilimi ile baglantili
oldugu gosterilmistir. Ornegin HLA DRBI1 pozitif olan hastalarda romatoid artritin daha

ciddi bir formu olan Felty's sendromu gelisme riski cok daha yiiksektir 2.

2.3.1.1. HLA (Human Leukocyte Antigen/insan Lokosit Antijeni)

Otoimmiin bir hastalik olan RA’da da genetik ¢alismalar artarak devam etmektedir. RA
ile genetik iliski ilk olarak HLA ile gosterilmistir. 6. kromozomun kisa kolunda yerlesen
MHC bolgesi, yiizlerce gen bolgesi igermektedir. Bu genlerin biiyiik bolimiinii HLA
genleri olusturmaktadir ve bu genler kisilerin bireysel doku tipini belirler. HLA bolgesi
kodladig: proteinlere gore smif I, II, III olarak siniflandirilir 2 (Sekil 2.1). HLA Simf I
ve II molekiillerin immiin yanit iizerine farkl etkileri vardir. Sinif I molekiiller CD8 + T
lenfositlere antijen sunarken, smif II molekiiller CD4 + T lenfositlere antijen
sunmaktadir. Simif 1 molekiiller, tiim gekirdekli hiicrelerin yilizeyinde bulunabilirken
smif II molekiiller sadece B lenfositlerde, profesyonel olarak antijen sunan monosit,
makrofaj, dentritik hiicrelerin yiizeyinde bulunmaktadir. Dagilimdaki bu farklilik,
molekiillerin fonksiyonlarindaki farklilig1 da yansitmaktadir. Sinif I molekiiller endojen
(hiicre i¢1) peptidleri sunar ve CD8 tasiyan sitotoksik hiicrelerin uyarilmalarina sebep
olur. Dogal oldiiriicii (NK) hiicre fonksiyonlart da simif I molekiiller ile kontrol
edilmektedir. Smif I MHC molekiilleri, siirekli olarak hiicrelerin peptidlerini



sergilemelerine aract olarak hiicrelerin immun sistemin kontrolii altinda kalmalarini
saglarlar. Sinif II molekiiller ise eksojen (hiicre dis1) peptidleri sunarak CD4 tasiyan
yardime1 T lenfositlerin uyarilmalarini saglar, boylece immun yanit olusumunda rol alan

B lenfosit, diger T lenfositler gibi hiicrelerin kontrol edilmesinde rol alirlar *°.

Sinif I HLA genlerinden olan HLA-DRB1 ve romatoid artrit arasinda baglant1 oldugu
gosterilmistir . HLA-DRBI alt grubu olan HLA-DR4 pozitif RA’ Ii kisilerde 6zellikle
siddetli hastalik i¢in artmis risk saptanmistir %2 HLA-DR molekiiliiniin DR bolgesinde
sabit bir alfa zinciri (tek gen kodlar) ve yiiksek diizeyde polimorfik bir beta zinciri (9
farkli bolge) vardir. Bunlardan sadece DRB1, DRB3, DRB4 ve DRB5 kodlayict gorevi
olan genlerdir ve birbirinden farkli beta zincirlerini kodlarlar **. HLA DR4 geni en az
22 allelden olusmaktadir. Bu allellerden RA ile iliskili bulunanlarin hepsinde benzer
aminoasit dizilimi (leu-glu-lys-arg-ala) gosteren bir bolge saptanmustir. Bu bolge, DRB
molekiiliiniin 67—74. aminoasitleri arasinda bulunur ve ‘ortak epitop’ olarak adlandirilir.

Bu epitoplar antijenin 6zgiil antikoruyla birlesmesini saglar **.

Yapilan aragtirmalar HLA-DRBI alellini tasiyanlarda artmis RA riski ile birlikte siklik
peptid iceren sitrulin antikorlart (anti-CCP) gelistirmeye yatkinligin da arttigini
gostermektedir. Anti-CCP antikorlarin RA tanisi icin spesifitesinin oldukga yiiksek
oldugu bilinmektedir % Yaglanma RA i¢in bir risk faktoriidiir. RA’ li hastalarda immiin
sistem hiicrelerinin daha erken yaslandigi kromozomlarda bulunan telomer bolgesinin
daha kisa olmasindan anlagilmaktadir. Yapilan arastirmalarda HLA-DR4 allelini
tastyanlarda immiin sistem hiicrelerinin daha erken yaslandigi goriilmiistir >, T
lenfositlerde genetik defekt sonucu bozulan apopitozis mekanizmasi (programlanmis
hiicre 6liimii) RA patogenezinde suglanan nedenler arasindadir. Bir tiimdr slipressor gen
olan p53 genindeki defekt, bu genin iirlinlii tarafindan diizenlenen apopitozisin
bozulmasina ve defektif T lenfositlerin daha uzun yasamasina neden olabilir. Yapilan
caligmalar RA’ 11 hastalarda sinoviyum ve periferik dolasimdaki monontkleer

hiicrelerde bu gendeki fonksiyon bozukluguna isaret etmektedir 3839
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Sekil 2.1. HLA gen bolgesi (Molecular Medicine Review’den).

2.3.1.2. HLA dis1 genler

RA’ da PTPN22 (The Protein Tyrosine Phosphatase N22), STAT4 (Sinyal Doniistlirticti
ve Transkripsiyon Aktivatorii 4), PADI-4 (Peptidylarginine Deiminases Citrullinating
Enzyme-4) genlerindeki ve 6023 gen bolgesindeki polimorfizm/mutasyonlar bazi
toplumlarda hastaliga duyarlilik ile iligskilendirilmistir 4041 RA hastalarindaki Vaskiiler
Endoteliyal Biiyime Faktorii (VEGF) gen polimorfizmi, bircok ¢alismada
degerlendirilmis ve c¢eliskili sonuglara ulasilmistir. Kore Cumhuriyetinde yapilan
caligma sonucunda VEGF geninin 936. pozisyonundaki polimorfizmin RA gelisimi ile
iliskili oldugu ve VEGF geninin hastaliga yatkinlig1 artiran haplotipinin tasiyicilarinda
RA’nin daha erken yaslarda basladigi gozlenmistir. Fakat bu bulgular daha sonra

yapilan ¢alisma da tekrarlanmamstir 243

2.3.2. Enfeksiyon ajanlari

RA etkeni olan ajanlar arasinda enfeksiyoz sebepler tizerinde ¢ok durulmakla birlikte,
bugiine yapilan arastirmalarda RA’ I1 hastalarin sinovyal doku ve eklem sivisinda 6zgiin
veya Ozellikli organizma izole edilememistir. Mikoplazmalarin, Parvoviriis B19,
retroviriisler, Ebstein Barr viriis (EBV), mikobakterilerin ve Rubella viriisiiniin RA da
etyolojik rolleri iizerinde durulmus ancak yeterli kanitlar elde edilememistir L4
Genetik olarak yatkin kisilerde, mikroorganizmalarin meydana getirdigi T hiicre
reaktivitesindeki kiiciik degisimler veya mikroorganizmalarin girisi ile konakta yeni
antijenlerin olugsmasi hastaligi baslatmak icin yeterli olabilmektedir *°. Mikroorganizma
antijenleri Toll-like reseptorler araciligr ile dogal immiiniteyi tetikleyebilmekte, takiben
adaptif immiin yanit gelisebilmektedir 24", Bir diger olasilik mikroorganizmanin
molekiler benzerliginden dolay:r eklem iginde capraz reaksiyon veren belirteglerin

eksprese edilmesiyle olusan mekanizmadir. Bu mikroorganizmalarin igerisinde ilk
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kuskulanilan ve lizerinde ¢ok calisilan EBV’ dir, ¢iinkii RA’ I1 hastalarin bir kisminda
EBV antijenine kars1 serum antikorlar1 ve periferik kanda EBV ile enfekte B hiicreleri
saptanmistir. EBV infeksiyonu poliklonal B lenfosit aktivasyonu ve RF iiretimini
tetikleyebilir. RA'li hastalarin sinoviyumlarinda EBV'ne ait RNA {iretimi gosterilmistir.
Ayrca virlise ait proteinler ortak epitopla benzer aminoasit dizilimine sahiptir ve ¢apraz
reaksiyona yol acabilir **. Uzerinde durulan bir diger viriis enfeksiyonu da parvoviriis
B19’ dur. Parvoviris B19 DNA’ sma RA’ 11 hastalarin sinoviyal sivisinda kontrol
grubuna gore daha sik rastlanmistir. Ancak yeni tani konulan hastalarin yalnizca %5’
inde yakinda ge¢irilmis bir parvoviriis B19 enfeksiyonu gosterilebilmektedir 8 Diseti
hastaliklarinin da RA hastalik siddetini arttirdigini gésteren ¢alismalar vardir. Burada da
en Onemli etiyolojik ajan Porphyromonas gingivalis ve bunun olusturdugu periondittir.
Buradaki hipotez ortak epitop benzeri aminoasit diziliminin bulunmasi ve bu molekiiler
benzerlik yolu ile sitrulinize peptitlere karsi antikor yapiminin artmasina bagli oldugu

diisiiniilmektedir .

2.3.3. Cinsiyet, gebelik ve hormonal Faktorler

RA, kadinlarda daha sik goriilmekte ve daha siddetli seyretmektedir. Kadinlarda RA
gelisim riski, yasamlar siiresince menarsdan menopoza kadar iiretkenlik siklusunun
farkli donemlerinde degiskenlik gosterir . Dogum yapmamus kadinlada dogum
yapanlara kiyasla RA gelisme riski 2-3 kat daha fazladir. RA’ 11 hastalar hamilelikte
%75’ e varan oranda iyilesme ve remisyon gdstermesine ragmen, hamilelik sonrasi
hastalarin % 80-90° inda tekrar siddetlenmektedir. Ostrojenler, T hiicrelerinin antijen
uyarma etkisini baskilar ve T hiicre supresor aktivitesini azaltirken; progesteron T hiicre
supresOr aktiviteyi arttirir, fakat lenfosit proliferatif etki gosteren antijeni inhibe eder.
Testosteron ise T hiicre supresor aktiviteyi arttirirken, Sitotoksik hiicre aktivitesini
inhibe eder *. Ostrojenlerin immiin sistem iizerine genel olarak uyaric etkisi oldugu
bilgisi kadmlarda erkeklere oranla hastaliin 3 kat fazla goriilmesinin sebebi olabilir %.
Hastaligin tretken donemdeki kadinlarda daha fazla goriilmesi, menapoz sonrasi
donemde cinsiyet farkinin azalmasi, gebelikte goriilen remisyon déneminin postpartum
donemde yeniden aktive olmasi, hastaligin nulliparlarda ¢ok daha sik goriilmesi, erken
yasta gebelik ve oral kontraseptif kullanim ile riskin azalmasi gibi 6zel durumlar RA

etyolojisinde hormonal faktsrlerin énemli risk teskil ettigini gostermektedir *°.
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2.3.4. Cevresel faktorler

RA’nin ailesel tekrarlama riskinin beklenildigi kadar yiiksek olmamasi, monozigotik
ikizlerde konkordansin %100 olmamas1 ve ikizlerde goriilen degiskenligin ancak %50’
sinin genetik faktorlerle agiklanabiliyor olmasi, RA gelisiminde ¢evresel faktorlerin de
rolii oldugunu disiindiiriir. Cevresel faktorler genelde saptanabilen genetik faktdrlerin
disinda hastaliga yatkinlik olusturabilecek tiim faktdrler olarak ifade edilirler. Ancak bu
faktorlerin bir kismi, diyet, sigara, kahve kullanimi, infeksiyonlar gibi ger¢ekten
cevresel faktorler olmasina karsin bir kismi1 hormonal degisiklikler, gebelik, laktasyon
gibi acikca genetik temeli olmayan internal faktorler de olabileceginden “genetik dis1
konake¢1 faktorleri” daha uygun bir tanimlama olabilir 2, Sigara igmenin RA gelisme
riskini arttirdig1 ve sigara igenlerde Romatoid faktor (RF) ve anti-CCP antikorlarinin
olusumunu tetikledigi bilinmektedir. Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte sigara
dumaninin hava yollarinda olusturdugu kronik inflamasyon suglanmaktadir . Tim
potansiyel ¢evresel tetikleyiciler arasinda, RA gelisimi ile net bir sekilde iligkili olan tek

faktor sigara icilmesidir ™.

2.3.5. Otoimmiinite

RA’ daki self antijenleri degismis immiin yanitin yonettigi diisiincesi, RF’ nin
kesfedilmesi ile ileri siiriilmistir. RF’ nin, immiinoglobulin G (IgG) molekiiliiniin
kristalize pargasindaki (Fc) antijenik belirleyicilere kars1 olusan otoantikor oldugunun
anlasilmasi, RA’ nin otoimmiin bir hastalik oldugunu ortaya koymustur 11 RA’ da,
otoimmiiniteyi RF’ nin yami sira birgok otoantijen de etkilemektedir. Bilinmeyen
artritojenik bir antijen ya da antijenler tarafindan immiin yanit baslatildiktan sonra T
lenfositler tarafindan taninan bazi otoantijenler immiin yanitin siireklilik kazanmasina

katkida bulunabilirler >,

Gliniimiizde otoimmiin hastaliklarin etyopatogenezinde posttranlasyonel protein
modifiksayonu {izerinde durulmaktadir. Posttranslasyonel modifikasyon sonrasi yeni
antijenik epitoplarin ortaya ¢iktigma inanilmaktadir. Bunlardan en iyi bilineni
proteinlerin yapisinda bulunan arginin aminoasidinin posttranslasyonel modifikasyonla
citrullin aminoasidine ¢evrilmesi ve bu proteinlere karsi otoantikorlarin gelisimidir %3

Bir diger posttranslasyonel modifikasyon da proteinlerin glikozilasyonudur. HLA-DR4
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transgenik farelerde ve RA’ 11 hastalarda glikozillenmis epitoplara karsi reaksiyon

gosteren T lenfosit klonlar1 gosterilmistir >

2.4. Patoloji ve Patogenez

Insan viicudunda iskelet sistemi 206 adet kemikten meydana gelmektedir ve kemiklerin
fonksiyonel gorevini kemikler arasindaki eklemler saglar. Eklemlerin yiizleri kikirdakla
kaplanmis ve distan fibr6z dokudan yapilmis bir kapsiille sarilmistir (Sekil 2.2). Fibroz
doku hiicreleri tarafindan tiretilen sinoviyal sivi eklem yiizlerinin siirtiinme etkilerini,
kayganligr nedeniyle en az diizeye indirir. Eklemler yap1 Ozelliklerine ve hareket
yeteneklerine gore li¢ ana smifa ayrilirlar. Eklem gesitleri; kemiklerin hareket etmesini
engelleyen, kemikler arasindaki bag dokusu ve hiyalin kikirdaktan olusan Fibroz
Eklemler, eklemi yapan kemiklerin bir kikirdak araciligiyla birlesmis olan tipi Yari
Oynar Eklemler, eklemde eklem yiizleri ayr1 ayr1 hiyalin kikirdak ile kaplanmis olan
oynar eklemler de denen Sinoviyal Eklemlerdir.

KIKIRDAK TENDO

/--KEMIK

SIMOW YT
SINOWIAL STWI

EFLEM KAPSULT

KEMIK

Sekil 2.2. Saglikli insana ait eklem (http://tr.wikidoc.org/index.php/Romatoid_artrit)

Romatoid artrit kronik poliartikiiler sinovit, kikirdak ve kemikte ilerleyici erozyon ile
karakterizedir. Fibroblast benzeri sinovistler ve sinoviyal makrofajlar kikirdak ve kemik
hasarmin ¢ogundan sorumludur. Sinovyumun en énemli fonksiyonu, eklem kikirdaginin
beslenmesini saglayan ve eklemin siirtiinmesiz hareketi i¢in kayganlastirict olan
sinovial siviyr salgilamaktir. Anatomik olarak, sinovyanm iki hiicre katmani vardir. I¢
hiicre dizisi "intimal lining" olarak adlandirilir, gevsek organize olmustur ve
avaskiilerdir. Sinoviyal stvinin iiretiminden sorumludur. I¢ hiicre dizisinde iki temel
hiicre tipi mevcuttur. Tip A hiicreler “makrofaj benzeri” hiicrelerdir. Fagositoz, antijen
sunumu, sitokinler, biiyiime faktorleri ve inhibitdrlerinin sentezi ve sekresyonu, birgok

inflamatuvar mediatoriin ve doku yikimina neden olan enzimlerin iiretimi gibi ¢ok
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sayida fonksiyonel karakteristikleri vardir. Makrofaj yapisindaki sinovyositler, Fc
reseptorii icerirler ve fagositoz yapma yetenegindedirler. Bu hiicreler ayrica,
yiizeylerinde HLA simif 2 molekiillerini de tasirlar ve kemik iligi kokenlidirler.
Romatoid artritte makrofajlar intimal, subintimal tabakalarda ve kikirdak pannus
birlesiminde birikirler *°. Baglica IL-1 ve TNF-a salgilayarak, yeni kan damarlarinin
olusumunda 6nemli rol oynarlar. Yeni kan damarlar1 kikirdak ve kemige komsu daha
derin alanlara girdikce, yikima neden olan maddeler daha fazla hasar olustururlar. Diger
hiicre tipi Tip B hiicreler olup, mezenkimal kdkenden gelirler ve “fibroblast benzeri”
morfolojileri vardir. Graniillii endoplazmik retikulum ve ribozom dizileri gibi belirgin
salgilayic1 elemanlar1 vardir. Hastalik baglangicinda her iki hiicrede artig olur ancak

1156 fkinci hiicre katmani dis hiicre tabakasi

kroniklestikge fibroblast artis1 belirginlesir
olup eklem araligina bakan, "sublining" olarak adlandirilir. Az sayida hiicre ve daha ¢ok
damarsal yapilar igeren bazal membransiz ince intimal tabaka subintimal tabakadir.
Subintimal tabakada daha ¢ok kollajen, glikozaminoglikan ve fibronektin bulunur *°.
RA’ da primer inflamasyon eklem i¢inde sinovyumda olur. Dolayisiyla primer sinovite

yol acan bir hastaliktir.

Tutulan eklemlerde histolojik olarak; sinoviyal hiicre hiperplazisi ve proliferasyonu,
sinovyumda CD4+ T hucreleri, plazma hiicreleri ve makrofajlardan meydana gelen
yogun perivaskuler iltihabi hucre infiltrasyonu (siklikla lenfoid follikuller), anjiyogenez
nedeniyle artmis vaskularite, sinovyumda ve eklem araliginda notrofil ve fibrin
kiimelenmeleri, alttaki kemikte sinoviyuma penetre olan ve kemik erozyonuna yol acan
artmis osteoklast aktivitesi ile karakterize kronik sinovitis goriilmektedir. Klasik
goriiniim; iltihabi hiicreler, granulasyon dokusu ve bag dokusuyla karisik, prolifere
doseyici sinoviyal hiicre karisimindan olusan bir pannus goriinimiidiir. Romatoid
sinovyumda ilk olarak sinovyal mikrodolasimda tikanma, hiicre sismesi ve hiicreler
aras1 mesafede artig goriiliir. Once T hiicrelerinin agirlikta oldugu bir hiicre artis1 olur.
Sonralar1 makrofaj ve dentritik hiicre akimi ve bunlarin salgiladig sitokinlerde artis
olur. Neticede inflamasyon artar, sinovyum hipertrofik bir hale gelir ve yavas yavas
kikirdagr asindirmaya baglar. Once sinoviyal membranda, parmak benzeri villoz
cikintilar olusur. Olayin ilerlemesiyle periartrikuler yumusak doku 6demi gelisir ve ilk
olarak eklemlerin fusiform sigsmesine neden olur. Romatoid sinovyumun kikirdagi,
kemigi ve baglar1 erozyona ugratan kismina "pannus" denir. Kikirdak-pannus

bileskesinde, fibroblast benzeri sinovistler ve makrofajlar kikirdag1 cevreleyen dokuda
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kiimelesirler. Sinoviyal doku tarafindan salgilanan yikici enzimler ve pannus, kikirdak
hasarina neden olur . Burada bulunan makrofaj, fibroblast ve lenfosit gibi gesitli
hiicreler anjiogenezde rol oynarlar. Pannustaki sitokinler IL-1, IL-6 ve TNF-a olup,
pannositlerin (fibroblast benzeri sinoviyal hiicre) ¢ogalmasina, kondrosit matriks
iiretiminin azalmasma ve metalloproteinaz (MMP) (kolajenaz -1, kolajenaz-2,
stromelysin) iiretiminin artisina neden olur. Polimorfoniikleer hiicreleri ortama g¢eken
IL-8 veya T-hiicre aktivasyonu yapan IL-15 gibi diger sitokinler, inflamatuvar cevabin
olusmasinda etkili olurlar. Romatoid artritte proteinazlar ve inhibitorleri arasindaki

denge, eklem yikimina neden olan proteinazlar lehine bozulmustur > (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Pannus gelisimi 58

Sinovyumu doéseyen hiicrelerin sayisinda artis ile birlikte, monontikleer hiicrelerin
perivaskiiler infiltrasyonu goriilmektedir. Infiltrasyon yapan esas hiicreler T
lenfositleridir. CD4+ T hiicreleri, CD8+ T hiicrelerine gore daha baskindir. Isik
mikroskobunda yapilan incelemede; sinovyumu kaplayan hiicrelerin hipertrofi ve
hiperplazisini; mikrovaskiiler hasar, tromboz ve neovaskiilarizasyon gibi fokal veya
segmental damarsal degisikliklerini; 6demi ve siklikla kiiciik kan damarlar: etrafinda
agregatlar halinde toplanmis mononiikleer hiicre infiltrasyonunu igeren karakteristik
bulgular saptanir *°. Aktif durumdaki ve bol miktarda HLA DR molekiilii igeren bu
hiicreler sinovyumda antiijen sunan hiicrelerle yakin temas halindedir. Antijen sunan
hiicreler iizerinde bulunan antijenleri tanirlar ve bu tanima sonucu sitokin salinimi, B
hiicrelerin uyarilmast ve regiilatuar fonksiyonlar gibi bir dizi immunolojik olay
tetiklenir. T hiicrelerin RA’ nin ilk asamasindaki rolii pek tartisma konusu degildir.
Ancak kronik RA sinovyumunda bu hiicrelere ait sitokinlerden ziyade makrofaj
sitokinlerin bulunmasi, patogenezde T hiicre disindaki immiin effektdr hiicrelerin ve
Ozellikle de makrofajlarin itici gli¢ olarak rol alabilecegi hipotezini dogurmustur 24,

Aktive T hiicreleri IFN-y gibi sitokinleri iiretirler ve bu daha sonra sinovyal i¢ yiizey
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tabakasinda monosit/ makrofaj birikimini stimule eder. Bu aktive makrofajlar
sinovyumda proinflamatuar mediatorleri salgilatir. Bu sitokinler (IL-1 ve TNF-a)
endotelyal hiicre proliferasyonunu stimule eder ve endotelyal hiicreler iizerinde
adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu baslatir, boylelikle lenfositlerin  ve

makrofajlarin trans-endotelyal migrasyonuna katkida bulunur %0 (Sekil 2.4).

Bu siirecin gergeklesmesi i¢in immiin effektor hiicreleri, oncelikle endotele yapismalari,
endoteli asmalar1 ve sinovyuma go¢ etmeleri gerekir. Bu da adezyon molekiilleri
sayesinde gerceklesir. Bu molekiiller lokositler iizerindeki cesitli integrinler igin
liganddir. TNF-a, IL-1 ve IFN-y interferon gamma gibi sitokinler bu adhezyon
molekiillerinin sentezini arttirir %, Uyarllmis CD4+ T lenfositlerden salinan IL-2 ve
diger sitokinler makrofaj, B-lenfosit ve endotel gibi hiicreleri etkiler. Makrofajlardan
salman IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisi,
proliferasyonu ve diferansiyasyonu igin gereklidir. B lenfositler aktive olarak plazma
hiicrelerine doniisiirler; RF ve benzeri antikorlar1 salgilayarak doku ve eklem hasarinda
rolii olan immiinkomplekslerin olugsmasina neden olurlar °! Her iki hiicre populasyonu
MMP, IL-1, TNF-a ve katapsin gibi romatoid artrit patogenezinde énemli rol alan doku

yikimina neden olacak enzimleri iiretebilirler >

Sitokinler immiin hiicrelerin haberlesmesini miimkiin kilan immiin proteinlerdir.
Aktive olmus Th-1 hiicreleri, IFN-y (Interferon-y) ve IL-2 gibi sitokinleri
salgilayarak diger T ve B lenfosit hiicrelerini, makrofajlar1 ve fibroblastlar1 uyarir.
IFN-y monosit / makrofaj hiicrelerinin sentez ve sekresyon fonksiyonlarini aktive eder.
Aktive olan makrofajlardan siirekli IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler salgilanir. IFN-y ile
inkiibasyondan sonra monositler morfolojik, metabolik ve fenotipik degisiklikler
gosterirler ** (Sekil 2.4).

RA patogenezinde, baslangi¢ stimiilus bilinmese de dokudaki inflamatuar stirecin CD4+
T hiicre aktivasyonuyla basladig1 bilinmektedir. Antijen sunucu hiicre ylizeyindeki HLA
molekiiliine bagli bulunan antijenik peptid, T hiicre reseptorii tarafindan taninmakta ve
olusan bu kompleks T hiicrelerini uyararak sitotoksik yanit, sitokin salimimi ve
otoantikor yapimi gibi esitli efektdr yamtlarm baslamasini saglamaktadir ™. Her iki
sitokin de lenfosit kemotaksisini, anjiogenezi, damar gecirgenligini ve metalloproteinaz

tretimini arttirirlar. Ayrica 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, graniilosit-monosit
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koloni stimiile edici faktér (GM-CSF), makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF),
transforme edici biiyiime faktorii (TGF) gibi sitokinlerin de onemli rolii oldugu

gosterilmistir. Ortamdaki 1L-1, IL-6, IL-17, IL-18, PG, TGF-beta sinovyal makrofaj ve

fibroblastlardan VEGF salinimini artirir 1.

MHK
(HLay| | T Hicre

reseptdria

| /cD a+

yvardim
Sitokinle FCD B,
IL-2 ! / :
IFN—y I
IL-1 J:[
TNF-c

Sitotoksisite
r Sinovial

proliferasyon
Hicre hasan

Fibroblast kollajen
aretimi

Sekil 2.4. T hiicresi ve RA arasindaki iliski **

2.5. Tam ve Klinik

Hastaligin seyri degiskendir; remisyon ve alevlenmelerle giden hafif-orta siddette bir
hastalik seyri yaninda siddetli eklem tutulumu gosteren ve ilerleyici eklem hasarina yol
acan bir seyir de goriilebilmektedir. Zaman igerisinde progressif eklem hasarinin
hizinda azalma olmasina ragmen, en hizli fonksiyonel kayip hastaligin ilk iki yili i¢inde
ortaya ¢ikar. Bu nedenle hastalarin erken tanisi ve tedavisi olduk¢a dnemli ve yeni tani
alan veya erken donem RA’ 11 hastalarda kotli prognostik faktorler arastirilmalidir.
Prognostik faktorlerin tanimlanmas1 RA’ I1 hastanin kotii prognoz gelistirecegini ve
erken agresif tedaviye ihtiyag olacagmmi gostererek hastaligin - sinirlanmasini
saglayacaktir. Ayrica daha iyi prognozlu hastalarin gereksiz yiliksek doz tedavileri
nlenerek hem toksisite hem de yiiksek maliyet engellenmis olacaktir °2. RA’ nin kétii
prognostik gostergelerinde;

* 20’ den fazla eklemde enflamasyon

*  Sig eklem sayisinin ¢oklugu

*  Kontrol edilemeyen inat¢1 poliartrit

* Yiksek titrede RF pozitifligi

*  Anti-CCP ve Eritrosit Sedimantasyon Hizi (ESH) yiiksekligi
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# Immiin kompleks varlig

*  Eklem dis1 bulgularin varlig

* HLA- DR4 ve HLA- DRB1

* Kadin cinsiyet

#  leri yas

*  Sinsi baslangi¢

*  Fonksiyonel kapasitede ciddi kisitlanma

* Komorbid hastaliklarin varligi yer almaktadir. Bu nedenle hastalar tani aninda
yukarida belirtilen parametrelere gére degerlendirilmeli ve tedavi bu bilgiler altinda

sekillendirilmelidir .

RA’ 11 hastalarin ortalama yasam beklentisi 3-7 yil kadar azalmistir. Artmis mortalite
orani, daha siddetli eklem hastaligi olan hastalarla sinirli gibi goriinmektedir ve biiyiik
oranda enfeksiyon ve gastrointestinal kanamaya baghdir. Son bulgular RA’ I
hastalarda goriilen artmis mortalitede kardiyovaskiiler hastaligin 6nemli rol aldigin
gostermektedir. Atlantoaksiyal subluksasyon, krikoaritenoid sinovitis, Felty Sendromu,
Sjogren Sendromu, pulmoner komplikasyonlar ve diffiiz vaskiilitisler gibi eklem dis1

komplikasyonlar mortaliteyi artiran nedenlerdir .

Hastalarin yaklasik tigte ikisinde halsizlik, istahsizlik, yaygin giigsiizliik ve kas-iskelet
agrilarilart gibi belirtiler sinovit belirgin hale gelene kadar sinsi olarak olabilir. Bu

donem aylarca devam edebilir ve taniy1 giiclestirir 40,

Hastalarin % 8-15' inde akut baslangi¢ goriiliir ve birkag giin iginde semptomlar tepe
noktaya ulasir ve sinsi baslangica gore daha az simetrik patern vardir. Hastalarin %15-
20" sinde semptomlarin giinler veya haftalar iginde ortaya ¢iktigi subakut baslangi¢

vardir .

Palindromik tip baslangicda agri, sislik ve eritem genellikle bir eklemde veya
periartikiiler dokularda baslar, semptomlar bir kag¢ saat veya bir ka¢ giin iginde
kotiilesir. Ataklar arasinda asemptomatik donemler vardir. Palindromik romatizmasi
olan hastalarin yaklasik yarisinda, 6zellikle HLA-DR4 tasiyanlarda daha sonra RA
gelisir .
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Romatoid artritin ilk yillarinda Kklinik tabloya agri, sislik, 1s1 artig1, hareket kaybi gibi
enflamasyon bulgulart hakim iken, ozellikle hastaligi kontrol altina alinmamis
kisilerde ileri donemlerde deformiteler, eklem instabilitesi ve fonksiyon kayiplari
gelisir ©.

Progressif, kronik bir hastalik olan RA’ da erken tan1 ve tedavi ile hastaligin etkilerini
azaltilacak ya da baglamadan ortadan kaldirilabilecektir. RA tanisi klinik, laboratuar ve
radyolojik bulgular1 ile konmaktadir. Tani amaciyla American College of
Rheumatology (Amerikan Romatizma Dernegi, ACR) ilk olarak 1958 yilinda RA tam
kriterlerini gelistirmis, 1987 yilinda da tekrar revize edilmistir (Tablo 2.1). Bu
kriterlerin duyarlilik ve 6zgiilligi % 90° a yakindir.

Tablo 2.1. ACR tarafindan 1987 yilinda revize edilmis RA tani kriterleri ®®

Kriterler Tammlamalar
Sababh sertligi Eklem ve ¢evresinde en az 1 saat siirmeli.
3>eklem Doktor tarafindan gozlemlenen yumusak doku sisliginin ya da eklem
bolgesinde artrit stvisinin eslik ettigi en az 3 eklem bolgesinde; olasi 14 nokta (sag ya da

sol): PIP, MCP, el bilegi, dirsek, diz, ayak bilegi ve MTP eklemleri

El eklemlerinde El bilegi, MCP veya PIP eklemlerde olmak tizere en az bir alanda 6

artrit hafta sislik.

Simetrik artrit Vicudun her iki tarafindaki eklemlerin es zamanli tutulumu (PIP, MCP
ya da MTP’ nin tutulumu tam simetri olmadan kabul edilebilir.) 6 hafta
siirmeli.

Romatoid Kemiksi ¢ikintilarda ya da ekstansor yiizeylerde ya da jukstaartikiiler

nodiiller bolgelerde doktor tarafindan gézlemlenen subkutan nodiiller

Serum RF Anormal diizeylerde pozitif olmasi

Radyografik RA igin tipik olan, posteroanterior el ve el-bilek grafilerinde erozyon ve

degisiklikler periartikiiler dekalsifikasyon (osteoartrit degisiklikleri harig)

PIP: Proksimal interfalangeal, MCP:metakarpofalangeal, MTP: metatatarsofalengeal

ACR 1987 kriterlerine gore; RA tanisi igin en az dort kriter varligi ve ilk dort kriterin de
alt1 haftadan uzun siirmesi gerekmektedir %8 Ancak RA morbiditesi yiiksek, progresif ve
eroziv bir hastalik oldugu i¢in yukaridaki tani kriterlerinin klinik olarak oturmasi geri
doniistimsiiz hasarlara neden olmaktadir, bu nedenle erken tani olduk¢a 6nemlidir.

Prognozu iyilestirmek, hastaliga daha erken tan1 koymak, hastaligi daha etkin sekilde
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tedavi etmek, tedaviye ait yan etkileri azaltmak amaciyla Avrupa Romatoloji Dernegi
(EULAR, European League Against Rheumatism) ve ACR 2010 yilinda kullanmakta
oldugumuz tam kriterlerinde degisiklikler yapmistir. Bu yeni tani kriterleri klinik
bulgulara (eklem bulgular1 ve semptom siiresi) ve laboratuar (akut faz reaktanlar1 ve

serolojik testler) sonuglarina dayanmaktadir ® (Tablo 2.2).

Bu dort ayn kategori (eklem tutulumlari, seroloji, akut faz reaktanlar1 ve semptom
siiresi) kendi i¢inde skorlanarak puanlandirilir. RA tanisi i¢in skor alt1 puan ve tizerinde

olmalidir.

Tablo 2.2. Avrupa Romatoloji Dernegi (EULAR) ve ACR 2010 yilindan bu yana

kullanmakta oldugumuz tani kriterleri *

2010 EULAR / ACR Romatoid Artrit Tam Kriterleri

A.Eklem 1 biiyiik eklem 0 | DIP, 1. CMC ve 1. MCP dahil edilmemistir.

tutulumu 2-10 biiyiik eklem 1 | Kiigik eklemler: MCP, PIP, 2-5 MTP, el
1-3 kiigiik eklem 2 | bilegi ve bagparmak IP eklemi
4-10 kiigiik eklem 3 | Biyiik eklemler: Kalga, omuz, dirsek, diz,
>10 eklem (en az 1’i k ekl.) 5 | ayak bilegi. Biiyiik eklem tutulumu var/yok.
B. Seroloji: Negatif RF ve  Negatif | 0 | Zayif pozitif: < 3 x lab tist sinir1
ACPA(AnNti-CCP) Kuvvetli pozitif:> 3xlab st sinirt

Disiik Titre pozitif RF ve | 2
pozitif ACPA(Anti-CCP)
Yiiksek pozitif RF ve Yiiksek | 3
pozitif ACPA(ANti-CCP)

C.Akut Faz Normal CRP ve Normal ESH 0

Reaktanlar: Anormal CRP veya Anormal | 1
ESH

D.Semptom < 6 hafta 0

siiresi: > 6 hafta 1

Toplam Skor * | =6 puan

DIP: Distal interfalangeal, CMC: Carpometacarpal, PIP: Proksimal interfalangeal, MCP:
Metakarpofalangeal, MTP: Metatatarsofalengeal *A-D kategorileri degerlendirilerek skorlar toplanir ve
kesin RA tanisi igin skor toplam: >6 olmal.

Bu dort ana kriter disinda tan1 koymak igin artik sabah tutuklugu, romatoid nodiil varligi

ve radyolojik bulgu gerekmemektedir. Semptomlarin 6 haftadan uzun olmasi sart
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degildir. En az bir eklemde sinovit ve skorlamada 6 — 10 aras1 puan varsa ve sinoviti

aciklayan daha iyi bagka bir tan1 yoksa hastalik RA’ dir diyebiliriz.

2.5.1. Romatoid artrit bulgulari

2.5.1.1. Eklem bulgulan

RA’ da genellikle simetrik eklem tutulumu gozlenmekte olup hastaligin erken
evrelerinde tutulum tek tarafli da olabilmektedir. En sik tutulan eklemler
metakarpofalangeal (MCP), proksimal interfalangeal (PIP) eklemler ve el bilegi, diz ve
metatarsofalengeal (MTP) eklemler, omuz, ayak bilegi ve subtalar eklemler, dirsek,
servikal omurga, kal¢a eklemleridir. Biiyiikk eklem tutulumu daha az siklikta olup
genellikle kiiclik eklem tutulumu sonrasinda ya da hastalifin ileri donemlerinde

gbzlenir.

RA, diartrodial eklem tutulumu ile karakterizedir ve patolojisinin ana bolgesi eklemlerin
sinovyumudur °. Eklemlerde inflamasyonun ii¢ kardinal bulgusu (1s1 artisi, hassasiyet,
sislik) bulunurken kizariklik gériilmez. Inflamasyon eklemde agr1, tutukluk ve hareket
kisithiligina neden olur ! RA tiim sinovyal eklemleri etkileyebilir ve hastalik ¢ogunlukla
MCP, PIP ve MTP eklemlerde baslar ve ardindan el bilekleri, dizler, dirsekler, ayak
bilekleri ve kalgalar tutulur. Daha az siklikla temporomandibiiler, sternoklavikiiler ve
krikoaritenoid eklemler de tutulabilir. Boyun disinda omurga tutulumu olmaz .
Torakolomber, sakroiliak ve elin distal interfalangeal (DIF) eklemlerinin tutulumu

RA’da ¢ok nadirdir *2.

El ve el bilegi eklemleri: RA en zengin ve karakteristik 6zelligini el ve el bilegi
eklemlerinde gosterir. Bilek ekleminin sinoviti RA’ nin degismez bir 6zelligidir. Erken
donemlerde tenosinoviteye bagli olarak MCP ve PIP eklemlerde lokal, simetrik sislikler
ortaya cikar. El ve el bilegindeki inflamasyona bagli olarak 1s1 artisi, agri, hassasiyet,
tutukluk ve hareket kisitliligi goriiliir. Bu donemde miidahele edilmezse MCP’ de
subluksasyon ve ulnar deviasyon, el bileginde radiyal deviasyon olur. Tipik olarak kugu
boynu (swan neck) ve diigme iligi deformiteleri (boutonniere), birinci parmakta Z

% El bilek ekleminin ekstansiyon, parmaklarin fleksiyon

deformitesi gelisebilir
yoniinde kisitlanmasi1 sik goriiliir. Eklemler disinda fleksér ve ekstansor tendon
tutulumlar1 ve interosseal kas atrofisi goriilebilir. RA’ da parmaklarda fleksor

tenosinovite bagl tetik parmak, tendon riiptiirleri sik goriiliir. Karpal tiinelin fleksor

21



tenosinoviti median sinir kompresyonuna neden olarak karpal tiinel sendromu gelisebilir
ve bunun sonucunda tenar atrofi goriilebilir. Erken artrit doneminde bileklerde
extansiyon kisithhign gelisir. 1Ilerleyen dénemlerde eroziv hasarlar meydana

gelebilmektedir 2.

Ayak ve ayak bilegi eklemleri: RA’ I1 hastalarin % 16-20’ sinde ilk semptomlar ayak
eklemlerinde goriiliirken, hastaligin gidisi boyunca ayak tutulumu % 90’ na
ulagmaktadir. Ayak bilegi tutulumu hem siktir, hem de erken donemde goriiliir. Yiik
tagimalar1 nedeni ile bu eklemlerin tutulmasi diger eklemlere nazaran daha fazla agri
ve hareket kisithiligi yaratir. Ayakta en sik metotarsofalangeal, subtalar ve
transverstalar eklemler tutulur ', Onayakta 6zellikle MTP eklemleri daha sik tutulur
ve ozellikle besinci MTP eklemi elden daha erken donemde ve daha siklikla

asinmaktadir N

MTP ekleminin tutulumuna baglh metatars baslarinin asagi
subluksasyonuna neden olur. PIP eklemlerinin dorsal yone protriize olmasina bagl
cekic parmak deformitesi goriiliir ®. Bagparmagin tutulumu sonucunda tipik halluks
valgus deformitesi gelisir **. Orta ve arka ayak eklemlerinin sinoviti daha az sikhkta
goriilir ve en sik tutulan bolgeler talonavikiiler, kalkaneokiiboid ve subtalar
eklemlerdir ™. Medial malleolun hemen arkasinda bulunan ve posterior tibial sinirin
gectigi tarsal tiinelin sinovit sonucu sikigmasi ile ayak tabaninda yanma ve uyusmalar

gortilebilir. Arka ayakla ilgili problemler arasinda subasiller bursit ve retrokalkaneal

bursit de sayilabilir **.

Dirsek: Dirsekte ekstansiyon kisitlamas: en erken bulgudur. Dirsekler sik tutulan ve
Romatoid nodiillerin en sik goriildigi eklemlerdir. Dirsekteki lezyonlar tuzak

néropatisine neden olabilirler .
Omuz: Omuz tutulumu ilerleyici ve hastaligi ge¢ donemde olan hastalarda daha sik
goriilir. Omuz ekleminde erozyon geg ¢ikar ve genellikle, humerus basi ve glenoidal

fossada erozyon ve hasara yol acar *°.

Diz: Diz eklemi, hastalarin % 15 kadarinda ilk tutulan eklemdir. Sinovyal sivinin

popliteal fossaya dogru ilerlemesi sonucu Baker kisti olusur.
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Vertebral kolon: RA’da servikal vertebrada en sik atlantoaksiyel eklem tutulumu
goriiliir. Burada sinovit nedeni ile odontoid ¢ikinti foramen magnuma dogru hareket
ederek servikal kordu sikistirabilir bu durum 6nemli n6érolojik sonuglara yol agabilir .
Vertebra tutulumu servikal bolge ile sinirhidir ve daha ¢ok hastaliin ileri evrelerinde

goriilir .

Kalca: Genellikle hastaligin ileri evrelerinde tutulur. Ileri evrelerde rotasyon ve
abdiikstiyon kisitliligi olusur. Femur basi ¢okebilir ve rezorbe olabilir, asetabulumun

sekli degisip, mediale dogru itilerek asetabuler protriizyona yol acabilir .

Diger eklem tutulumlari: Romatoid artrit, temporo mandibiiler eklemleri tutarak
cenede agr1 ve acilma kusuru, krikoaritenoid eklemi kikirdagini tutulumu sonucu ses
kisiklig1 veya seste kalinlasma, inspiratuar stridor goriilebilir. Ek olarak i¢ kulaktaki
kiiciik kemikleri tutarak isitmede azalma goriilebilir °. Romatoid artritte dorsal ve
lomber vertebralar tutulmaz. Yakinmasi olan hastalarda olasi baska nedenler akla

gelmelidir.

2.5.1.2. Ekstraartikiiler bulgular

RA, ozellikle eklemlerin 6n plana ¢iktigi bir hastalik olmakla birlikte her organ
sistemini tutabilen sistemik bir hastaliktir. Artrit klinigi baslamadan 6nce yorgunluk,
kilo kaybi gibi sistemik bulgular ortaya ¢ikar . Eklem dig1 tutulumun ciddiyeti
mortalitenin en énemli belirleyicisidir ”’. Anemi aktif RA’ 11 hastalarda sik rastlanan bir
bulgudur. En sik normokrom normositer tipte olan kronik hastalik anemisi goriiliir.
Bunun disinda genellikle ilaglara bagl gastrointestinal kanamalar sonucu ortaya ¢ikan
demir eksikligi anemisi veya folik asit yetmezligine ya da kullanilan sitotoksik ilaglarin

neden oldugu makrositer anemi de goriilebilir %.

Romatoid nodiil: Romatoid nodiiller, hastalik siiresince hastalarin % 30-40° inda
goriiliir ® RA’ da goriilebilen Felty’ s sendromunda ise romatoid nodiiller % 75
oraninda goriilebilmektedir " Nodiiller genellikle dirseklerde yer alip asil tendon,
sakral bolge ve oksipital alanda da goriilebilir. Yapica sert kivamda olup, siklikla
periosteuma yapisiktir. Histolojik olarak kiiciik damar vaskiilitine bagli oldugu
diistiniilen fibroblastlarla ¢evrili santral fibrinoid nekroz vardir. RF pozitifligi olan RA’

11 hastalarin yaklasik % 20’ sinde goriiliir. RF negatif olanlarda ise daha nadir rastlanan
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bir bulgudur. Romatoid nodiiller hastaligin aktivitesini ve siddetini yansitir . Nodiiller
hastaligr modifiye edici ajanlarla tedavi edildiginde gerileyebilir. Ancak tam olarak
bilinmeyen bir nedenle Metotreksat (MTX) kullanan hastalarda nodiillerin
blyiikliiglinde ve sayisinda gozle goriliir artis meydana gelebilir. Bu nodiiler artis
zaman zaman azotiyoprin, etanersept ve leflunomid tedavisi sirasinda da

olusabilmektedir .

Pulmoner tutulum: RA’ da akciger patolojisi hastaligin kendisine veya kullanilan
ilaglara, 6zellikle de MTX bagl olarak gelisebilir. Erken hastalik donemindeki ilk bulgu
interstisyel lenfositik infiltrasyondur. Siklikla germinal merkezlerinde lenfositik
agregatlar1 igeren peribronsiyoler folikiiller goriilir ve hastalik siiresince Kistik
degisiklikler ve bal petegi goriniimii olusur ®. Ana patoloji alveolo-kapiller gaz
degisiminde yetmezlik ve difiizyon kapasitesindeki azalmadir. Bu hastalarda oksiiriik,
dispne, kilo kaybi, ates goriilebilir. RA’ da diger goriilen sik tutulumlardan biri de
plorezidir. Plorezi genellikle asemptomatiktir. RA’ da plevra sivisi orneklendiginde,
hiicre sayisinin diisiik oldugu (<5000/mm3) , sivinin lenfosit hakimiyeti gosterdigi,
diisiik glukoz diizeyi oldugu (sivi glukozu: serum glukoz <0,5) , PH <7,3 ve LDH
diizeyi 700 U / L< olarak saptanir. Plevral efiizyon spontan olarak gerileyebilir veya

8 Pulmoner

tedaviyi gerektirebilir. Siirekli efiizyon fibrozise neden olabilir
hipertansiyon, romatoid vaskiilit sonucu gelisen nadir bir tablodur ve prognozu koétiidiir
% RA tedavisinde kullanilan ilaglardan MTX ve Siilfasalazin (SSZ) akcigere yan etkisi

olabilecek ajanlardir .

Okiiler tutulum: RA, hastalarin % 1’ inden azinda gozii tutar. En sik okiiler bulgu % 5
oraninda goriilen Sjogren sendromunun bir komponenti olan keratokonjonktivitis sikka
olup hastaligin ge¢ donemlerinde daha siktir, ancak hastalik siddeti ile bir iligki
gostermez. Bunun disinda % 5’ den daha az olarak episklerit, sklerit, iiveit, episkleral
nodiilozis ve iilseratif keratit tutulumlari olabilir ®*®. RA’ da kullanilan ilaglar da gozii
etkileyebilir. Steroid kullanimi katarakt ve glokoma, antimalaryal ilaglar ise

keratopatiye ve retinopatiye neden olabilir ®.

Norolojik tutulum: RA’ da periferik sinirlerin lokal basisina bagl: olarak karpal tiinel
sendromu, tarsal tiinel sendromu gibi tuzak noropatilerine sik rastlanir. Vaskiilite bagh

olarak sensorial ya da sensorimotor karakterde periferal noropati gelisebilir. Servikal
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vertebra subluksasyonlarina bagl: olarak servikal myelopati gériilebilir . Santral sinir
sisteminde ise; serebral vaskiilite, amiloidoza ve nodiillere bagli olarak inme, nobet,

kanama, ensefalopati ve menenjit de gériilebilir *.

Karaciger tutulumu: Aktif RA karaciger enzimlerinin yiikselmesine neden olabilir.
Tedavide kullanilan MTX, Leflunomid, Non-Steroid Anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIl)

karaciger toksisitesine neden olabilir *.

Vaskiilit: Vaskiilit, inflamatuar siirecin vaskiiler yatagi etkilemesiyle olusan, nadir
goriilen, ge¢ déonem komplikasyonudur. RA’ da cesitli sistemleri ilgilendiren bulgular,
aciklanamayan sistemik belirtiler ve kilo kaybi ortaya ¢iktiginda romatoid vaskiilit
akla gelmelidir. Klinik olarak tirnak dibi kapillerinde tromboz ve enfarktlar, parmak
uclarinda ve bacaklarda ilserler, piyoderma gangrenosum, palpabl purpura, Kkalp,
akciger ve diger sistemleri tutabilen vaskiilit goriilebilir. Sistemik romatoid
vaskiilit bu hastaligin en korkulan komplikasyonlarindan birisidir. RA’ da vaskiilit
gelisimi icin; yiiksek titrede RF pozitifligi, nodiilozis bulunmasi veya scleritin olmasi
risk faktoriidiir. Eklem harabiyeti olan hastalarda daha sik gelisir fakat eklem
bulgularinin aktif olmadigi donemlerde de goriilebilir. Vaskiilit gelisen RA’ I
hastalarin % 90 1 cilt tutulumuyla presente olur ®. Klasik bulgusu alt ekstremitede
yerlesen derin kutandz {lserleridir. Orta capli damar tutulumuyla digital iskemi,

nekroz, gangren olusumu goriilebilmektedir ®,

Felty’ s sendromu (FS): Seropozitif ve nodiillii hastalarda goriilen bir ge¢ donem
komplikasyonudur. Ozellikle nétropeni ve splenomegali klasik klinik bulgularin
olusturur. RA’ nin seyri siiresince % 1 FS gelisme riski vardir. Bacak iilserleri,
pigmentasyon artigi, hepatomegali, lenfadenopati, trombositopeni de goriilebilir.

Hastalarin hemen hepsinde ESH yiiksek saptanr %,

Renal tutulum: RA’ da olduk¢a nadir olmakla birlikte diisiik dereceli membrandz
nefropati, glomeriilonefrit, vaskiilit ve sekonder amiloidoz goriilebilmektedir. Renal
tutulumun varlig1 mortaliteyi arttiran nedenler arasindadir. Renal degisiklikler genellikle
RA’ da kullanilan ilag¢ toksisitesine baglidir. Ozellikle altin tuzlari, D-penisilamin,

Siklosporin ve NSAIi’ ler renal tutulumdan sorumlu olabilmektedir ®%.
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Amiloidoz: Uzun siireli aktif hastaligi olan hastalarda sekonder amiloidoz gelisebilir
Amiloid AA tipidir ve ge¢ donem bulgusudur. Kronik inflamasyona yanit akut faz
reaktan1 olarak ekstraseliiler alanda serum amiloid protein A birikebilir. Proteiniiri en
belirgin bulgusudur. Kalp, barsak, karaciger ve cilt tutulabilir. Prognozu kotiidiir ve

kesin tani i¢in doku biyopsisi énerilir %,

Kardiak tutulum: RA’ da kardiyak hastaliklar graniilomat6z inflamasyon ve vaskiilit
ile iligkili olarak bir¢ok sekilde olabilir. Kalp tutulumu en sik perikardit olmakla
birlikte miyokardit, endokardit ve koroner vaskiilit de goriilebilir. Otopsi serilerinde
perikardit oram1  %50'lerdedir. Inflamatuar romatoid nodiiller miyokardda ve
kapaklarda goriilebilir kapak disfonksiyonlarina, embolik olaylara ve iletim
bozukluklarina neden olabilirler. Bununla beraber koroner arterler de nadiren

84

tutulabilir ™. Artmis ateroskleroza baglh, iskemik kalp hastaligi riski de RA

hastalarinda artmustir .

Kas-iskelet sistemi: Pannus dokusu komsu kemige invaze olarak kistik erozyonlari
olusturur. RA’ da enflamasyona bagli olarak kemik rezorpsiyonu artmistir ve buna
bagli olarak erozyonlar, periartikiiler osteopeni ve yaygin olarak osteoporoz
gelisebilir. RA’ da daha ¢ok tutulan eklemlere yakin kaslarda atrofi seklinde tutulum

goriilir ve en ¢ok interossedz kaslarda ve kuadrisepste olur

. D-penisilamin
kullanimina bagli diffiiz polimyozit, Hidroksiklorokin (HCQ) kullanimina bagl

néromyopati ve kronik kortikosteroid kullanimina bagh kas atrofisi gériilebilir 4.

Kanser sikhigi: RA’ 11 hastalarda Hodgkin hastaligi, Non-Hodgkin lenfoma ve 16semi
gibi kanserler immiinsiipresif tedaviden bagimsiz olarak normal bireylere oranla 2-3 kat

artmastir 8,

2.5.1.3. Radyolojik bulgular

RA kronik, eroziv ve progresif bir hastaliktir. Bu nedenle erken tanisi oldukca
onemlidir. 1987 ACR tanm kriterlerinde radyolojik bulgular yer alirken, 2010 ACR /
EULAR klavuzunda tan1 kriterleri arasindan ¢ikartilmistir. Boylelikle heniiz radyolojik
bulgular baslamadan, erken evrede RA tanisina ulagsmak hedeflenmistir. Eklem
tutulumu 6n planda olan RA’ da radyolojik bulgular hastalik tanisinda ve takibinde

onemli bir yere sahiptir. RA’ 11 hastalarda kullanilan goriintiileme ydntemleri
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konvansiyonel radyografi (X-Ray), ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi,
artrografi, kemik sintigrafisi ve magnetik rezonansdir (MR). En sik kullanilan yontem
olan X-Ray yontemi erken evre hastalik doneminde genellikle normal olarak
bulunmaktadir. Bu donemde daha ¢ok yumusak dokuya ait degisiklikler ve periartikiiler

osteopeni saptanabilir

. MR ile goriintiileme erken evre degisiklikleri saptamada
radyografiye gore daha duyarhidir. USG ise oOzellikle inflamasyonun boyutunu ve
dokudaki inflamatuar degisiklikleri gosterir. Eklemler, bursa ve tendon kiliflarindaki

stvi USG ile saptanabilir ve entesopati de degerlendirilebilir.

Radyografi bulgularini erken ve ge¢ donem olarak ayirabiliriz. Erken evre bulgularinda;
yumusak doku sisligi, ekleme komsu kemiklerde osteopeni/osteoporoz, eklem araliginin
daralmasi, eklem ylizleri ve ¢evresinde erozyonlar bulunmaktadir. Bulgular tek tarafli
olabilmektedir. Ge¢ evre bulgularinda ise; luksasyon ve subluksasyonlar (ulnar
deviasyon, atlantoaksiyel subluksasyon vb), deformiteler (kugu boynu, diigme iligi vb.),
radyolojik bulgular genelde simetriktirler.

2.5.1.4. Laboratuvar bulgular:

RA sistemik inflamatuar hastalik oldugu igin birgok laboratuvar testinde anormallik
saptanabilir. Romatoid artritte kesin taniy1 koyduracak 6zel bir laboratuvar testi yoktur,
ancak cesitli ve 6zgiin olmayan laboratuvar bulgulari mevcuttur. Bunlar tan1 koyma,
prognoz ve uygulanacak tedavide yol géstericidir 3. RA tamsinda laboratuar testleri,
ayrintili bir 6ykii ve fizik bakimin yerini alamaz, ancak klinik degerlendirmeyi
tamamlar. Laboratuar testleri, tan1 koymak disinda, RA aktivitesinin izlenmesinde ve
tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de oldukca onemlidir 8 Tek bir tanisal test ile
RA tanist kesin dogrulanamaz. ACR, Romatoid Artrit Alt Komitesi’nin tavsiye ettigi
bazi temel laboratuar testleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2° de goriilmektedir *°. Yeni tam
kriterlerinde laboratuar bulgular1 6nem kazanmistir. Bu nedenle RF, ESH ve CRP tani

amacli yakinmasi olan her hastada tetkik edilmelidir.

TSH: Tiroid bezi, tiroksin (T4) ve trityodotironin (T3) salgilar, kolloidde depolar, TSH
tiroid bezinden plazma membran reseptdrleri araciligiyla T4 ve T3’ {in olusumundaki biitiin
basamaklari uyarir. Tiroid hormonlar basal metabolizma hizini, kardiak outputu ve
ventilasyonu arttirir, periferik direnci diisiiriir, 1s1 olusumunda artisa yol agar ve terlemeyi

arttinir. 1993 yilinda Shiroky ve arkadaglarinm yaptigi calismada RA’ i kadin hastalarda
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TSH mn ¢ kat arttigi gozlemlenmis ayni sekilde 1996 yilinda Andonopuolos ve
arkadaslarinin ve 2000 yilinda Staykova ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismalarda RA’ It hasta
grubunda TSH’ 1n anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur %% Benzer sekilde Sentiirk
ve arkadaslarmin 2005 yilinda yaptigi ¢alismada da RA’ I1 hasta grubunda relatif olarak
tiroid hormon seviyeleri yiiksek bulunmus ve daha Onceki ¢alismalarla desteklendigini
vurgulamustir . Ancak 2001 yilinda Welby ve arkadaglart RA’ It hasta grup ile saglikh
kontroller arasinda anlamh bir fark bulamamustir *. Biitiin calismalar degerlendirildiginde
hormon yiiksekligi ile ilgili bir klinik bulgu yoktur. Bu yiizden hormon seviyesinin
yiiksekligi ile otoimmiinite agiklanamamustir. Sebebi ise RA’ It hastalarin kullandiklari uzun

etkili ilaglar boyle bir sonug ortaya koyabilecegidir.

Eritrosit sedimantasyon mz1 (ESH): ESH, akut faz proteinlerindeki artis1 ve buna
bagl inflamasyonun siddetini dolayli olarak gosteren bir testtir. Genellikle hastalik
aktivitesi ile baglantili olarak artis gosterir ve tedaviye cevabin iyi bir gostergesidir 5.
ESH, plazma fibrinojen diizeyine bagimli oldugu i¢in, CRP’ ye gére daha geg yikselir

ve daha gec diizelir °°

. ESH yasla beraber artmaktadir. 50 yas altinda; erkekte 15
mm/saat, kadinda 20 mm/saat, 50 yas {istiinde erkekte; 20 mm/saat, kadinda

30mm/saat’in altindaki degerler normal olarak kabul edilmektedir %

Lokositler: Hafif lokositozla beraber normal beyaz kiire dagilimi mevcuttur.
Inflamatuvar artrit varligmi dogrulamada yararlidir ancak bulgulardan higbiri 6zgiin
degildir. Viskozitesi azalmis, protein icerigi artmis ve glukoz konsantrasyonu normal ya
da hafif¢ce azalmistir. Beyaz kiire sayis1 5000-50,000/uL arasinda olup polimorfoniikleer

16kositler baskindir %°.

Trombositoz: Sistemik nekrotizan vaskiilitlerin onemli laboratuvar bulgularindan
birisidir. Bunun yanisira romatoid artritli hastalarda o6zellikle pulmoner tutulumu,
periferik nétropenisi ve vaskiiliti bulunan vakalarda trombositoz siklikla rastlanir.
Romatoid artritli hastalarda hastalik aktivitesi ile trombosit sayis1 arasinda belirgin bir

iliski séz konusudur *

. RA’ da lokosit sayist genelde normaldir, ancak aktif
hastalarda siklikla 16kositoz ve trombositoz saptanabilir. Trombosit diizeyleri hastalik
aktivitesi ile koreledir. Felty’ s sendromu veya ilaglara bagli 16kopeni ve trombositopeni

olabilir &,
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Akut faz reaktanlari: Viicudumuzda sistemik bir inflamasyon gelistiginde, pro-
inflamatuvar sitokinlerin etkisiyle, karacigerden, akut faz proteinleri sentezlenerek
dolasima salinir. Yalnizca RA gibi otoimmiin romatolojik hastaliklarda degil,
enfeksiyonlar ve malignitelerde de akut faz proteinlerinin serum diizeyleri yiikselir.
Yani, akut faz proteinleri herhangi bir patoloji i¢in 0Ozgiin olmayan, ancak
inflamasyonun diizeyini yansitan gostergelerdir. Akut faz yanitlarinin yiksekligi RA
distiniilen hastada taniy1 destekler ve hastalik aktivitesinin ve uygulanan tedaviye

alinan yanitin takibinde énemlidir 2.

C-Reaktif Protein (CRP): Tim insanlarda CRP plazmada eser miktarlarda (<0,2
mg/dl) bulunur. Karacigerden salgilanmaktadir ve kompleman aktivasyonunu ve
opsonizasyonu uyararak konakci savunmasina yardimer oldugu belirlenmistir. Ozgiil
antikorlarin gelistirilmesiyle yiiksek sensitif CRP (HsCRP) denen bir kavram ortaya
c¢ikmig ve Olgiimlerin duyarliligi artmis ve saptanabilir alt limit diismiistir. CRP’nin
serum konsantrasyonu, inflamatuar uyariy1 takiben doku hasarinin miktari ile orantili
olarak hizli bir artig gosterir *°. Hastalik aktivitesini belirlemede CRP' nin ESH' den
daha duyarl: oldugu kabul edilmistir *’. Yiiksek seviyelerde seyretmesi ve diismemesi
eklem yikimi ve eroziv hastaligin gostergesidir ! CRP; 6nemli bir akut faz reaktan olup
inflamasyon durumunda 6 saat gibi kisa bir siirede serumda yiikselmeye baslar. ESH

gibi hastalik aktivitesi ile parallel artig gosterir %

Karaciger fonksiyon testleri: Alkalen fosfataz seviyeleri normal veya hafif artar *.
Sistemik jlivenil kronik artritli, romatoid artritli, sistemik lupus eritematozuslu ve
sistemik nekrotizan vaskiilitli vakalarda karaciger fonksiyon testlerinde bozukluk
goriilebilir. Ayrica hastaligi modifiye eden ilaglarin (stilfasalazin, azatioprin,
metotreksat vb) karaciger {izerine olan toksik etkileri nedeniyle de karaciger fonksiyon

testleri bozulabilir.

Romatoid faktor (RF): RF’ ler, 1gG molekiliinin Fc kismindaki antijenik
belirleyicilere kars: gelisen otoantikorlardir *°. RF’ ler IgM, IgE, IgA ve IgG smifindan
olabilir ancak rutin laboratuvarda en sik goriileni IgM tipindendir. RF, RA tam
kriterlerine alinmig tek serolojik kriterdir ve hastalarin %70- 80’ ninde bulunur. RF,
saglikli kisilerin yaklasik % 5’ inde bulunur. Genel populasyonda RF’ nin siklig1 yas

ile artar ve 65 yasin iizerindeki kisilerin %10- 20 sinde test pozitiftir ®°.
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Klinik olarak belirgin RA” s1 olan hastalarin % 20 sinde RF negatif olabilir. Ciinkii
RF, RA’ ya spesifik degildir ve bazi otoimmiin, lenfoprolifatif, romatizmal
hastaliklarda ve cesitli bakteriyel, paratizer ve viral enfeksiyonlarda pozitif olabilir *%.
RF varhig daha aktif hastalikla ve kemik erozyonlarinin gelismesi ile iliskilidir **. RF
normal degerleri laboratuvara bagli olarak degismekle birlikte genellikle < 20 1U/ml’

d“, 102

RA tanisinda c¢ok sik kullanilan bir test olmasina karsilik, RF varliginin RA tanisim
belirlemedeki prediktif degeri diisiik oldugu i¢in RF pozitifligi RA tanisin1 koydurmaz.
Bu nedenle bir tarama islemi olarak kullanisli degildir. Ancak, klinik olarak
Stiphelenilen bireylerde taniyr dogrulamak i¢in RF bakilabilir. RF varligi prognostik

acidan onemlidir.

RF’ nin patogenezdeki yeri tam bilinmemekle beraber daha ciddi hastalik seyri ve
eklem-dig1 tutulum ile iliskilidir. RF, RA igin o0zgil degildir. Akut-kronik
inflamasyonlarda (HCV infeksiyonu, tiiberkiiloz, bakteriyel endokardit vb.), otoimmiin
hastaliklarda (sistemik lupus eritematoz, sistemik skleroz), kronik karaciger hastaliklari,

sarkoidoz ve bazi malignitelerde de pozitif saptanabilir.

Kreatin kinaz (CK): CK hiicrelerde enerji akisinin kontroliinde fonksiyon goren bir
enzimdir. Klinikte daha ¢ok iskelet ve kalp kasi hastaliklarinin degerlendirilmesinde
kullanilir. Daha 6nce Giltay ve ark. ankilozan spondilitli hastalarda kas orijinli
biyokimyasal degerlerin CRP ile korele olarak arttigini gostermistir. Ardindan Sanmarti
ve arkadaslari ise RA hastalarinda serum CK aktivitesinin belirgin azaldigini ve bunun
da hastaligin inflamatuar aktivitesine bagli oldugunu gostermistir. Son olarak da
Ozbalkan ve arkadasmin yaptign calismada sonuclar Sanmarti ve ark ile uyumlu
cikmistir. Bu bulgular inflamatuar cevabin kas metabolizmasi tizerindeki etkilerinin

daha ileri arastirilmasini stimule edebilir 2%,

Kreatinin: Kas metabolizmasinin 6nemli bir son {iriiniidiir ve bobreklerden idrar ile
atilir. Bobrek fonksiyonlari bozulursa atilim yavaglar ve kanda kreatinin yiikselir.
Bobrek yetmezliginin degerlendirilmesinde en gilivenilir test metodu olmakla birlikte,

kaslardan kaynaklandigi icin viicut kas kitlesi miktarindan etkilenebilmektedir. Bu

nedenle yash ve zayif bir kadinda bdbrek yetmezligi varligina ragmen kreatinin
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diizeyleri normal bulunabilir. Uzun siiren aglikta, romatoid artritte, kas hastaliklarinda,
hormonal bozukluklarda, enfeksiyon, yanik ve kemik kirilmalarinda da kreatinin

diizeyleri yiikselebilmektedir.

Urik asit: Urik asit yiiksekligi, gut gelisimi icin risk faktoriidiir. Normal iirik asit
diizeyi, erkekler i¢in 7, kadinlar i¢in 6 mg/dL tizeri kabul edilebilir. Ancak her {irik asit
yiiksekligi, gut hastalig1 gelisecegi anlamina gelmemektedir. Artmis {irik asit miktarlar
eklem iginde kristallere sebep olur; bu da eklem inflamasyonuna ve gut hastaliginin
karakteristik agrisina sebep olur. Aspirin {irik asit seviyesinde degisiklige yol agabilir.
Diisiik dozda aspirin alimi1 (arada sirada aspirin alanlarda) kan iirik asit seviyesini
artirabilirken, yiiksek dozda alinan aspirin ise (romatoit artrit tedavisinde oldugu gibi)

tirik asit seviyesini diigiirebilir.

LDH: Plevral tutulum romatoid artritin en sik goriilen intratorasik formudur. Otopsi
caligmalarinda RA tanisi olan hastalarda plevra tutulumu %35-73 olarak bildirilmis ve
Klinige yansiyan RA’e bagh plevral efiizyon ise %3-5 oraninda saptanir 1% Romatoid

plorezide plevral siv1 glukoz ve pH diizeyi diisiik, LDH diizeyi yiiksektir 106

Tablo 2.3. Romatoid Artrit ile Iligkili Laboratuar Bulgular

Laboratuar Testi Mligkili Bulgu
CRP Tipik olarak 7 mg/L’yi asar; hastaligin takibinde kullanilabilir.
ESH Genellikle 30 mm/saat ‘i gegmektedir; hastaligin takibinde kullanilabilir.
. Diistis vardir. Yaklasik 10 g/dL’dir; normokromik anemi, ayni1 zamanda normositik veya
Hemoglobin . . .
mikrositik olabilir.
Lokosit Artmus olabilir
Trombositler Genellikle artmigtir
Karaciger fonksiyon Normal veya hafifce artmis alkalen fosfataz.
testleri
Hastalarda hastalik baslangicindan 6-12 ay sonra tekrar edilebilir; pek ¢ok durumda da
RF pozitif olabilir (6r, SLE; skleroderma; Sjogren sendromu; neoplastik disease); hastalik

Antisiklik sitrulline
peptid antikorlar
Antiniikleer antikorlar
Kompleman diizeyleri

Immiinoglobulinler
Sinovyal s incelemesi

Idrar incelemesi

progresyonunun tam bir gostergesi degildir.

Progresyon ile iyi koreledir; RF ile kombine kullanildiginda sensitivitesi artar; RF’den
daha spesifiktir; pek ¢ok laboratuarda 6l¢iilememektedir.

Romatoid artrit tanisinda smirli degeri vardir.

Normal veya artmis olabilir.

a-1 ve a-2 globulinler artabilir.

Genellikle fibrin aglar1 olan saman rengi s1v1 gozlenir; oda 1sisinda pihtilagabilir; 5000-
25000/mm3 beyaz hiicre igerir; bunlarin da %85°1 polimorfoniikleer 16kosittir; kiiltiirde
treme olmaz; kristal yoktur; glukoz diizeyi tipik olarak diisiiktiir.

Bag dokusu hastaliklarinda mikroskobik hematiiri veya proteiniiri olabilir.
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2.5.2. Hastahk aktivasyonunun / remisyonunun degerlendirilmesi

RA’ da hastalik aktivitesinin saptanmasi, hastanin takip ve ilaglara cevabinin
degerlendirilmesi agisindan olduk¢a onemlidir. Romatizmal hastaliklarda hastalik
aktivitesi karmasik ve kompleks bir olusumdur. Bu nedenle birgok degisken oldugu
icin RA Klinik ve fonksiyonel olarak degerlendirmesi zor olan bir hastaliktir. Hastalik
aktivitesi genellikle Klinik, laboratuvar ve radyolojiden olusan kombinasyonlarla

degerlendirilir.

Enflamasyon; eklem hassasiyeti, sisligi, 1s1 artis1, eklem hareket agikligi, kavrama giicti
ve vyiiriime zaman: gibi parametrelerle objektif olarak degerlendirilebilir . Klinik
olarak aktivasyonu saptamak igin sabah tutuklugu siiresi, agri ve yorgunluk gibi
paretmetreler GAS (Gorsel Agri Skoru) gibi skalalar ve ¢esitli eklem indeksleri
(Ritchie artikiiler indeksi, Lansbury skalasi, Thompson skalas: gibi) kullanilabilir *,
DAS 28 (Disease Activity Score; Hastalik Aktivite Skoru) eklem sisligi, eklem
hassasiyeti ve ESH, CRP gibi parametrelerin kullanarak hastalik aktivitesini

degerlendiren ve sik kullanilan bir skorlama yontemidir.

Akut faz proteinleri aktivite tayini ve tedaviye cevabi degerlendirmede
kullanilmaktadir. izole degerler aktivite tayininde énemli iken, seri élgiimler hastalhik

seyrinin monitorizasyonunda énem kazanir 1%°.

Radyolojik olarak Kellgreen, Larsen, Sharp tarafindan degisik skorlama sistemleri
gelistirilmistir. RA’ da hastalig1 ortadan kaldiran bir tedavi yonteminin olmadigini ve

amacin remisyonu saglamak oldugu bilinmelidir **°

. RA’ ya gore hastaligi remisyonda
kabul etmek icin asagidaki kriterlerden 5’ inin en az 2 ay siire ile gergeklesmesi
gerekir;

1. 15 dakikayr asmayan sabah tutuklugu

2. Yorgunlugun olmamasi

3. Agrili eklemin olmamasi

4. Hassas eklem ya da hareket sirasinda eklem agris1 olmamasi

5. Eklemlerde veya tendon kiliflarinda yumusak doku sisligi olmamasi

6. ESH’ nin kadinlarda 30, erkeklerde 20 mm/saati gegmemesi
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Ayrica aktif vaskiilit, perikardit, plorit, miyozit veya RA’ ya bagl kilo kayb1 veya ates

gibi sistemik bulgularin olmamas: gerekir *

. RA” 1 hastalarda yasam kalitesini ve
sonuglarini etkileyen rehabilitasyon programinin ¢izilmesinde fonksiyonel durumun
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Fonksiyonel degerlendirme amaci ile tek basina ya

da beraber kullanilabilen yontemler vardir.

2.5.3. Ayirici tam

RA tim artrit yapan romatolojik hastaliklarla karistirilabilir. Hastaligin erken
doneminde RA tanis1 koymak zordur. Az sayida eklem tutulumu, asimetrik tutulum,
intermittan artralji yakinmalari, sadece konstitiisyonel yakinmalarin bulunmasi ve RF
negatifligi gibi RA igin tipik olmayan bulgularla baslayabilmesi nedeniyle benzer
hastaliklardan ayirici tanisinin yapilmasi gerekir. Kliniklere poliartrit semptomlar: ile
gelen hastalarin az bir kismi1 RA’dir. RA ayirici1 tanisinda en sik karsilasilan hastaliklar;

1. Bag dokusu hastaliklar1 (6zellikle SLE basta olmak {izere, skleroderma,
polimiyozit, vaskiilitler, mikst bag dokusu hastaligi, polimiyaljiya romatika),

2. Seronegatif spondiloartritler (Ankilozan spondilit, reaktif artrit, psoriatik artrit,
Reither Sendromu)

3. Erigkin still hastalig:

4. Viral artritler

5. Osteoartrit

6. Kalsiyum pirofosfat birikimi hastaligi (CPPD),

7. Gut

8. Ayrica fibromyalji, kronik yorgunluk sendromu, miksédem, akut romatizmal
ates, sarkoidoz, FMF (Ailevi Akdeniz Atesi), multisentrik retikiilohistiositoz,
hemoglobinopatiler, hemofilik artropati, hemokromatozis, glukokortikoid kesilme
sendromu, oral kontraseptif kullanimina bagl artrit, paraneoplastik sendromlar da

g6z dniine alinmalidir .

2.6. Tedavi

RA’ nin erken tanis1 ve tedavisi onemlidir ve multidisipliner bir yaklasim gereklidir.
Hastaligin tam kontrol altina alinamamasi, fiziksel kisitliligin yani sira psikososyal
sorunlara da yol acabilir. Tedavide bugiin amag; inflamasyonu baskilamak, agr1 ve
tutuklugu azaltmak, klinik remisyonu saglamak, radyolojik progresyonu engellemek,

fonksiyonel durumu iyilestirmek, sakathg: azaltmak, yorgunlugu ve depresyonu
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azaltmak, enerji diizeyini arttirmak, bagimsizligi gelistirmek, yardim gereksinimini

azaltmak, ise katkiy1 ve iiretimi arttirmak, yasam Kalitesini en st diizeyde tutmaktir *.

Hastalarin ¢ogu fizik tedavi, egzersiz, ilag tedavisi ve cerrahi tedavi gibi tedavilerin
kombinasyonlarindan fayda gorir. Her hasta ayr1 bir tedavi semasi iginde
degerlendirilmelidir. Son yillarda agirlik kazanan diisiince; hastalik kisa siirede

destriiktif hale geldigi icin erken donemde agresif bir tedavi uygulanmas: yoniindedir*'.

2.6.1. Fizik tedavi ve egzersiz

Hastanin hastaligi hakkinda egitilmesi, koruyucu amagla lokal ve tedavi amaciyla genel
istirahati 6nemlidir. Eklem hareket agikliginin idamesi, eklemin korunmasi, ve kas
atrofilerinin 6nlenmesine yonelik fizik tedavi ve rehabilitasyon yontemleri etkin bir
sekilde uygulanmalidir. Sicak, soguk, elektroterapi gibi bazi yontemlerin agriyi
azaltmada ilag dis1 segenek veya ilaca ek olarak kullanilabilecegi unutulmamalidir.
Eklemlerin giinliik yasanti igerisinde uygun ve dogru kullaniminin 6gretilmesi, uygun
splint ve ortezlerle desteklenmesi ¢ok 6nemlidir. Bu arada diizgiin postiiriin korunmasi

gozard: edilmemeli, egzersiz programlari buna gére planlanmalidir %

2.6.2. Cerrahi tedavi

Eklem ve tendon rekonstriiksiyonu, eklem replasmani ve yumusak doku gevsetme
operasyonu gibi cerrahi islemler gerekli durumlarda rehabilitasyonu tamamlarlar. En
iyl sonuglar hastaligin erken evrelerinde ahnir. Ge¢ donem RA’ da artrodez, eklem
replasman: ve rezeksiyon artroplastisi gibi uygulanabilecek cerrahi segenekler vardir.
Kalga, diz, omuz gibi biiyiik eklemlerde daha ¢ok eklem replasman: tercih edilirken,

kiiciik eklemlerde artrodez operasyonlari éncelik almaktadir .

2.6.3. Farmakolojik tedavi

RA tedavisinde kullanilan ilaglar baslica 4 sinifta incelenebilir; Non-Steroid Anti-
Inflamatuvar Ilaglar (NSAII), kortikosteroidler, hastalik modifiye edici antiromatizmal
ilagclar (DMARD) (Disease Modifiying Anti Rheumatic Drugs) ve biyolojik ajanlardan
olugmaktadir. Romatoid artritli hastalarda eklem erozyonu erken donemde
baslamaktadir. Hastalik siiresi iki yildan az olan hastalarin %80’ inde radyolojik eklem
hasar1 gozlenmistir 12, Erozyonlar ve deformiteler biiyiik oranda geri doniisiimstizdiir.

Bu nedenle RA’ nin erken tanisi olduk¢a 6nemlidir. Erken tan1 ve DMARD’ la tedaviye
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erken baslanmasi oldukca 6nemlidir. Bu bilgiler 1518inda, DMARD tedavisi RA tani
kriterlerini karsilamis olan veya RA siiphesi olan hastalara olabildigince erken
baslanmalidir ve hastada ilk 3 ay siki takip yapilmali ve maksimum 6 aya kadar diistik
hastalik aktivitesi veya remisyona sokmak amaglanmahdir . Bir hastada DMARD
secimini etkileyen pek ¢ok faktdr vardir. Hastanin tercihi, hekimin tecriibesi, hastanin
yasi, komorbidite, hastalik aktivitesi, ilacin goreceli etkinligi, etkinin ortaya c¢ikma
siiresi, alim kolayligi, monitorizasyon sikligi, maliyeti, yan etkiler gibi faktorler goz
Onitine alinarak baslangic tedavisinin hangi ajanla yapilacagi belirlenir. Bunlara ek
olarak TNF-a inhibitorlerinin ortaya c¢ikisi RA’ 11 hastalarin ¢ogunda sinovitin

kontroliinii saglamay1 ve hayat kalitesinde iyilesmeyi miimkiin kilmstir.

2.6.3.1. Non steroid anti-inflamatuvar ilaclar (NSAII)

RA tedavisinde eklem agrist ve sisligini azaltmak, eklem fonksiyonlarini diizeltmek
amacityla kullanilirlar. Salisilatlar, diger NSAIID> ler veya selektif siklooksijenaz (COX)
inhibitorleri bu grupta yer alir. Temel etki mekanizmalart COX yolunu inhibe ederek
arasidonik asitin endoperoksitlere, prostaglandinlere (PG) ve Tromboksan A2’ ye
dontisiimiinli engellemektir. Bu ajanlarin aneljezik ve antiinflamatuvar 6zellikleri vardir
ancak hastaligin seyrini ve eklem destriiksiyonunu 6nleyemezler. Boylece inflamasyonu
Onleyip eklem agrisini ve tutuklugunu azaltarak rahatlama saglarlar ancak hastaligin
seyrini degistiremedikleri i¢in tedavide tek baslarina kullanilmalari 6nerilmez 8490
Kimyasal olarak uyarilmis siniri baskilarlar, bloke etmezler. Aspirin COX’ u
irreversible olarak asetilleyerek inhibe ederken diger NSAII’ ler doza bagimli olarak
reversible inhibe ederler. COX enzimi degisik dokulardan farkli miktarda elde
edilebildiginden her dokunun NSAII’ lere duyarlilig1 farklidir. Dolayisiyla her hastanin
ilaca yaniti farkli olacagindan istenen etki almincaya kadar birka¢ farkli NSAII

denenebilir 13,

2.6.3.2. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler 1950 den beri kullanilmakta olup bu ilaglara ¢ok iyi sonu¢ veren
hastalar vardir. Antiinflamatuvar ve immun siipressif etkileri nedeniyle RA tedavisinde
kullanilirlar. Fosfolipaz A2 enzimini inhibe ederek PG ve lokotrien (LT) sentezini
inhibe ederler. Ayrica notrofillerin kemotaksisini ve endotele yapismasint azaltir. RA
tedavisinde siklikla oral, intraven6z ve intraartikiiler enjeksiyon seklinde

kullanilirlar.  Diisiik doz oral (<10mg/giin prednizolon veya esdegeri diger
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kortikosteroidler), pulse (100-1000mg/giin intravendz metil prednizolon) ve yetiskin bir
insan i¢in bir seferde 1-2 mg olacak sekilde lokal intraartikiiler steroid enjeksiyonlari
RA’ nin aktif donemlerinde semptomlarin giderilmesinde ¢ok etkilidirler. Bu nedenle
NSAII’ lerle kontrol edilemeyen hastalarda, yavas etkili ilaglarin etkisi baslaymcaya
kadar bir koprii tedavisi olarak kullanilir. RA’I1 hastalara Van Everdingen ve arkadaslari
10mg/giin steroid kullanirken, Landewe ve arkadaglar1 1 hafta boyunca 60mg/giin
steroid kullanmis ve tedavinin ardindan 6 ay iginde steroidi azaltarak kesmislerdir.
Sonugta birlikte verilen anti-romatizmal tedaviden bagimsiz olarak kemik koruyucu

1 Burada kullanmum kisitlayan

etkisini 5 yilin sonunda da izlemislerdir
kortikosteroidlerin doza bagimli yan etkileridir. Bunlar arasinda deride incelme,
katarakt, osteoporoz, hipertansiyon, kan sekeri regiilasyonunda bozulma, hiperlipidemi
vb. bulunmaktadir. Genel olarak diisiik doz kortikosteroidler (giinliik 10 mg prednizolon
ve altinda dozlar) hastalarin % 30-60° mda kullanilmaktadir. Bunun diginda organ
tutulumlarinda, tutulumun Onemine ve siddetine bagli olarak daha yiiksek dozlarda

kortikosteroid kullanimi gerekebilmektedir **°,

2.6.3.3. Hastalik modifiye edici ilaclar (DMARD)

Bu grup ilaclar yavas etkilidirler ve etkileri haftalar, aylar sonra baslar. inflamasyonu
baskiladiklarindan akut faz gostergeleri olan CRP ve ESH’ de diisiise neden olurlar.
Fonksiyonel kapasitede iyilesme saglarlar ve radyolojik olarak erozyon gelisimini veya
radyolojik kotiilesmeyi engellerler *'°. DMARD tedavisine RA’ nin seyrinin erken
donemlerinde baslanilmasinin, kemik erozyonlarinin ve sakatliga gidisin 6nlenmesinde
onemli derecede etkinsinin oldugunu gosteren kanitlar vardir. Simdiki yaklasim RA’
nin tanist konur konmaz, ozellikle de kotii prognozlu agresif hastalarda DMARD

tedavisine baslanmasi gerektigi yoniindedir.

Metotreksat (MTX): Giiniimiizde RAtedavisinde tek basina veya diger DMARD?’ larla
birlikte en yaygin kullanilan ve genellikle ilk baslanan ilagtir. ik kez 1972’ de
romatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmis, rutin tedaviye ancak
1980’ lerden sonra girmistir. RA hastalarinin yarisindan fazlasinin MTX tedavisi
gérmesi ve yaygin olarak kullanilmasi, MTX’ 1 en sik kullanilan DMARD haline
getirmektedir **. MTX ile tedavi edilen RA hasta oranmnmn 1985 yillarinda % 10’ dan
2000 yillarinda % 76’ lara kadar yiikseldigi belirtilmektedir. Bu artisa neden

monoterapide hastalik aktivitesini ve eklem erozyonlarinin oranini azaltmasi yaninda
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uzun donem mortalitede azalmaya neden olmasidir. Diisiik doz haftalik MTX’ 1n
giivenli profili diger segeneklerle karsilastirildiginda, 1980 yilindan itibaren pratige

dayanan genis dagilimli kullanimi ile tamamen kabul gérmektedir 1,

MTX folik asit antagonistidir ve folik asitin dihidrofolat rediiktaz ile reaksiyonunu
onleyerek, folik asitin DNA ve RNA sentezinde kofaktér olan tetrahidrofolata
dontisimiinii engeller. Antienflamatuar etkisini piirin sentezinin inhibisyonu; hiicre dist
adenozin artis;; proinflamatuar  sitokinlerin iretiminin inhibisyonu; lenfosit
proliferasyonu ve notrofil kemotaksisini baskilama ile serum immiinglobinlerini
azaltma seklinde gosterir. MTX” in hastalar tarafindan uzun siireli kullanimi, klinik
giivenilirliginin yiliksek olmasi, biyolojik ajanlarla kombine edilebilmesi gibi pek c¢ok

ozellige sahip olmasi nedeniyle RA tedavisinde Oncii ila¢ olarak kabul edilmektedir
116,118,119

Oral, intramiiskiiler, intravensz, subkutan kullamm sekilleri mevcuttur. Ulkemizde 2,5
mg’ lik tabletleri, 5- 50 mg’ lik ampiilleri vardir. Romatoid artrit icin 7,5- 10 mg/ hafta
gibi kiiciik dozla baslanilir ve diizelme saglanincaya kadar veya yan etkiler gelisinceye
kadar veya 20- 25 mg/ hafta esige ulasincaya kadar 2,5- 5 mg artislarla doz ayari
yapilir. Etkisi genellikle 3- 6 haftada goriiliir. MTX’ 1n oral kullaniminda yetersiz klinik
cevap alman hastalarda deri alt1 injeksiyon formunun kullanilmasi 6nerilmektedir. MTX
ile birlikte folik asit (glinde 1-3 mg) kullanildiginda yan etkilerde azalma
goriilmektedir. Metotreksatin yan etkilerini folat eksikligine ait olanlar (bulanti, kusma,
oral ilserler ve kemik iligi baskilanmasi), allerjik olanlar (akciger toksisitesi) olarak
0zetlemek miimkiindiir. Tedavi siiresince her 4- 6 haftada bir kan sayimi, transaminaz

ve kreatinin kontrolii ile yan etki takibi yapilmalidir 120

MTX RA tedavisinde en etkileyici olan tarafi, eklem hasarinin radyografik olarak
azaltabileceginin kanitlanmis olmasidir. Erken RA hastalarinda 2 yillik kullanim
sonucunda, MTX neredeyse etenercept kadar etkin bulunmustur 121 Sonug olarak, bazi
hastalarda MTX kullanimina bagli olarak yan etki olusumu gézlenirken, bazi hastalarda
gozlenmedigi belirtilmektedir 122, Yapilan bir¢ok calismada, MTX kullaninmina baglh
olarak nodiil (%S8), alerjik pneumonit (%2-5), merkezi sinir Sisteminde gozlenen
toksisite (%1-35), doz sonrasi reaksiyonlar (%10), mide bulantisi, kusma, karin agrisi ve

diyare gibi gastrointestinal komplikasyonlar (%60), transaminazlarin yiikselmesi ile
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karaciger iltihab1 (%20-58), hematolojik anomaliler (%1-2), viicutta kizariklik olugmasi

(%1-2) ve kellik (%5) gibi birgok toksisitenin ortaya ¢iktig1 rapor edilmektedir 212,

Siilfasalazin (SSZ): SSZ, 1930’ lu yillarda romatizma tedavisinde kullanilmak tizere
bir antibiyotigin (sulfapiridin) ve bir antiinflamatuar ilacin (5-aminosalisilik asid) azo
bagiyla birlesmesi ile olusmustur. SSZ’ nin antiinflamatuar ve immiinomodiilatuar
etkileri; PG ve LT sentez inhibisyonu, oksijen radikallerinin azaltilmasi, nétrofiller,
makrofajlar, T ve B lenfositler, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinin inhibisyonu olarak
Ozetlenebilir. SSZ kullanim1 RA’ da klinik, laboratuvar ve radyolojik progresyonu
yavaglatmaktadir. SSZ’ nin kombinasyon tedavisinde 6nemli rolii vardir ve tedavi edici
dozu 2-3 gr/ giin® diir. Etkisinin baglamasi ortalama 2 aydir. ila¢ kesilince diizelen
azospermi yapabilir. Gastrointestinal sikayetleri, deri dokiintiisii yapmasi ve kemik

iligini baskilamasi en sik yan etkilerindendir %,

Hidroksiklorokin (HCQ): Etkileri tam olarak bilinmemekle beraber; fosfolipaz A2’ yi
baskilamasi, notrofil kemotaksisini ve fagositozunu engellemesi, immun kompleks
olusumunu engellemesi gibi etkileri oldugu disiiniilmektedir. Giinliik doz ortalama 4-6
mg/ kg’ dir. lyi tolere edilir, klinik ve laboratuar olarak etkilidir fakat tek basina
kullanildiginda erozyon gelisimi lizerine etkisi gosterilememistir. En ¢ok MTX ile
kombine kullanilmaktadir. En korkulan komplikasyonu olan makula toksisitesi
kilogram basima 6,5 mg iistiine ¢ikilmadik¢a goriilmez. Ilacin bu yan etkisi nedeni ile
hastalar yilda bir kez gorme alanin1 da igeren oftalmolojik bir muayeneden
gecirilmelidirler. RA’ da klinik ve laboratuvar olarak etkili olduklar1 gosterilmis, ancak
radyolojik olarak erozyonlar1 dnleyemedikleri anlagilmigtir. Organ tutulumuna da fazla
etkileri yoktur. Deri dokiintiisii, retinopati, basagrisi gibi yan etkileri vardir. Gebelikte

125

kullanilabilir olmalar1 avantajdir *=°. RA tedavisinde genellikle giinliik dozlar klorokin

icin 4 mg/kg/giin hidroksiklorokin i¢in ise 6 mg/kg/giindiir 126

Leflunamid: Etkisini pirimidin sentezinde rol oynayan dihidrooratat dehidrogenaz
enzimini inhibe ederek gosterir. Bu yolla RA patogenezinde temel rol oynayan T
hiicrerelerinin proliferasyonunu onler. Leflunamid oral alimindan sonra enterohepatik
sirkulasyonla aktif metabolite doniisiir. Leflunamid ile hastalik aktivitesinde azalma ve
radyolojik progresyonda yavaglama goriiliir. Kararli plazma diizeyine ulagsmak igin ilk 3

giin giinlik 100 mg yiikleme dozunun ardindan 20 mg/ giin dozunda devam edilir.
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Hepatotoksisite en onemli yan etkisidir ve kullanimi siiresince diizenli transaminaz
kontrolii yapilmalidir. Ek olarak potent teratojeniktir, leflunamid kullanan ancak gebe
kalmak isteyen hastalar, gebelik Oncesi ilac1 birakmali ve kolestiramin reginesi ile

yikama protokolii uygulanmalidir 19,

Azatyoprin: MTX igeren konvansiyonel tedavilere yanitsiz hastalar igin rezerve
edilen bir antimetabolittir. RA’ da 1,5- 2,5 mg/ kg/giin dozlarda, ¢ogu kez “steroidden
sakinma ajam” olarak tek basina ve kombinasyon biciminde kullanilmistir. En sik

goriilen komplikasyon natropenidir .

Siklofosfamid: Siklofosfamidin giinliik dozu 1,25- 2,5 mg/ kg/ gilindir. Son
zamanlarda RA tedavisinde ciddi yan etkileri oldugu ortaya ¢ikmasi ve baska ilag

seceneginin olmasi nedenlerinden dolayr pek tercih edilmemektedir .

Siklosporin: Bu ilag IL-2 ve Thl sitokin tretimini engeller ve T lenfositlerde CD40
ligand ekspresyonunu baskilar. Yan etkileri fazla oldugundan diger ilaglara yanit

vermeyen hastalarda kullanlir **.

2.6.3.4. Biyolojik ajanlar:

Giiniimiizde TNF-a’ ya kars1 Etanercept, Infliksimab ve Adalimumab, interlokin 1° e
kars1 gelistirilmis Anakinra, anti-CD20 pozitif B hiicrelerini baskilayan Rituximab ve
ko-stimiilatér molekiilleri inhibe ederek T hiicre aktivasyonunu baskilayan Abatecept

lisans sahibidir.

Hastaligin gelisiminden sorumlu ana mediyatorlerden biri olan TNF-a’ nin bloke
edilmesi RA’ da sik¢a kullanilmakta ve olumlu sonuglariyla; RA belirti ve bulgularim
geriletmekte, erozyon gelisimini durdurarak yapisal hasarin ilerlemesini durdurmada,
fiziksel fonksiyonu iyilestirmede etkilidirler. Etkileri hizli ve dramatiktir. Bu ilaglarin
dezavantaji da yiiksek maliyetleridir ®. RA tedavisinde TNF-a inhibitsrleri, hastalarin
cogunda RA’ mnin belirti ve semptomlarint azaltir ve kemik erozyonlarinin
progresyonunu durdurur. Ancak higbiri hastaligin tam remisyonuna neden olmaz ve
cogu bireyde ilag kesildikten birkac hafta sonra semptomlar: tekrarlar ®. Anti TNF- o
ilaglarin yan etkileri arasinda en sik enjeksiyon ya da infiizyon yeri reaksiyonlari,
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enfeksiyonlar (o6zellikle tiiberkiiloz), malignite, otoimmiin fenomen, konjestif kalp

yetmezligi, demyelinizan ve norolojik hastaliklar yer alir.

Biyolojik ajanlara ne zaman baslanmali sorusuna verilebilecek kesin bir cevap yoktur.
Hastalarin % 50-60’ 1nda birincil tedavi olarak MTX ve diger DMARD’ lara ragmen
yeterli cevap alinamamaktadir. Bu baglamda DMARD monoterapi ile baglanmis ancak
3-6 ay igerisinde kontrol altina alinamamis ve kotii prognostik faktorleri mevcut RA

tanil1 hastalar, biyolojik ajan tedavisi i¢in diisiiniilmelidir.

Infliksimab: Simerik anti TNF-o. monoklonal antikoru olup RA tedavisinde ilk
kullamilan anti-TNF-a ilagtir. Onerilen doz 3-5 mg/ kg olup; baslangicta, 2. ve 6.
haftada, daha sonra ise 8 haftada bir olarak uygulanmasidir. Yar1 émrii 8- 9,5 giindr
127 infliksimabin diger DMARD’ lar ile kombinasyonu ilk ¢alismalarin ardindan
yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada MTX ile kombine alan grubun radyolojik ilerlemesi
54 ayn sonunda % 0, 5 olurken sadece MTX alan grubun aylik radyolojik ilerlemesi %

10 bulunmustur o3

Etanersept: Insan soluble TNF-RII (p75) reseptérlerinin, insan IgG1’ in Fc kismina
baglanmasiyla meydana gelen dimerik fiizyon proteinidir. Olusan molekiil, hem TNF-
o’ y1 hem de TNF-B’ y1 yiiksek affinite ve spesifitede baglayan dimerik, solubl TNF-
R’ dir. Etanerceptin dimerik yapis1 TNF-a’ ya yiiksek oranda baglanarak TNF-a’ nin
indiikledigi proinflamatuar yanit: engeller. Yar1 6mrii ortalama 4 giindiir. Uygulama ya
haftada bir kez 50 mg ya da haftada 2 kez 25mg’ lik cilt alt1 enjeksiyonu seklindedir
28,96

. Weinblatt ve arkadaslar1 etenercept metotreksat ile birlikte kullanilmasiyla ACR

yanitlarinin dahi iyi oldgunu tesbit etmislerdir 128

Adalimumab: TNF-a’ ya karsi etkili, tamamen insan kaynakli bir IgG1 monoklonal
antikorudur. Yar1 émrii ortalama 14 giindiir, 40 mg dozunda 15 giinde bir deri altina
enjeksiyon seklinde verilir veya yetersiz olan hastalarda haftada bir verilebilir.
Yapilan bir ¢alismasinda MTX ile kombinasyonunun daha etkili oldugu

bulunmustur*?®.

Anakinra: Amerika’ da FDA tarafindan diger DMARD?’ lara cevap vermeyen ve agir

bir seyir gosteren hastalar i¢in onaylanmis rekombinant IL-1 reseptor antogonistidir.
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Anakinra, IL-1 reseptoriine baglanan IL-1’ in yarismali antagonistidir ve IL-1" in
etkisini antagonize eder. Anakinra 100 mg/ giin dozda derialtina enjeksiyonla
uygulanir **. Yakin zamanda yayinlanan bir sistematik bir derlemede anakinranin
RA tedavisinde goreceli olarak giivenli ve ilimli sekilde etkili bir biyolojik ajan

oldugu belirtilmistir ***.

Abatasept: Rekombinant bir fiizyon proteinidir ve se¢imli olarak CD28:CD80/86
yolagint kirmasi tizerinden kostimiilasyonu bloke eder, sonugta T hiicre aktivasyonu ve

sonrasindaki ¢ok sayida efektor mekanizmalart baskalar *°.

Rituksimab: Olgun B hiicrelerine 6zgii gosterge anti-CD20 monoklonal antikorudur.
Anti TNF-o tedaviye direngli olan RA’ I hastalarin tedavisi igin 2006 yilinda FDA

onayi almistir %.

2.7. NLRP12 Geni

2.7.1. NLR gen ailesi

NLR’ ler li¢ parcali bir yapiya sahiptir. Bunlar; ligant baglamak i¢in gerekli C-terminal
16sin agisindan zengin tekrar bolgesi, oligomerizasyondan ve ATP baglanmasindan
sorumlu NACHT bolgesi ve NLR” lerin agagiyonde sinyal kaskati baglantisini saglayan
N-terminal efektor bolgeden olusmaktadir. Insan genomunda 22 NLR kodlanir,

2 ve N-

bunlardan sadece yaklasik yarisinin bazi ayrintilar1 karakterize edilmistir !
terminal efektdr bolgelerine gore alt gruplara ayrilirlar. Bunlar; NLRA, NLRB
(genellikle NAIP olarak bilinir ya da baculovirus apoptoz tekrarlayan protein
inhibitorii), NLRP (genellikle PYDIi NLR’ ler olarak bilinir) ve NLRC (genellikle
NODIar olarak bilinir)’dir * (Sekil 2.5). Memeli NLR'leri bitkilerdeki hastalik direnc
proteinleri olan R proteinleri ile yapisal homoloji gostermektedir Ki bunlarda bitkinin
enfeksiyon karsisindaki savunmasiyla alakali proteinlerdir. Bitki R ve hayvansal NLR
proteinleri arasindaki benzerlik NLR' lerin bagisiklik genlerinin eski bir aileyi temsil
ettigini gosterebilir 133 'NLR’lerin en biliyiik alt grubu pyrin domaini iceren NLRP
(niikleotid baglayic1 oligomerizasyon domaini, tekrarlayan zengin Losin ve Pyrin

domaini igeren) grubudur 133,134 Diger isimleri NALP’, PAN **°, ya da PYPAF 136
olarak bilinen NLRP ailesinin, apoptozis ve inflamasyondaki rolleri iyi bilinmektedir.
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NLRA CHTA — T NBD LRR

subfamily

NL e NAIP 1 1 NBD LRR
subfamily SR BIR BIR
NLRP1 . NBD LRR FIIND ¢ CARD
NLRP NLRP2-9
subfamily NLRP11-14 NBD LRR

NLRP10
NLRC3

NLRCS NBD LRR
NLRX1

NLRC/X
NLRC4 NBD LRR
subfamily NOD1 SAHD
NoD2
R proteins | ccmr NB-ARC LRR

Sekil 2.5. insan NLR ailesinin sematik gosterimi.

(22 insan NLRsi karakterize edilmistir. NLR ailesi proteinlerinin N-terminal alanina bagli olarak, dort alt
smifa ayrilabilir. Bitki hastalik direnci R proteinleri alt kisminda gosterilmektedir. P/S/T,
proline/serine/threonine- zengin bolgeler; FIIND, Find bélgesi; DD, 6liim bolgesi; CC, sarmal bobin
bolgesi; TIR, TLR/IL-1R homoloji bolgesi; NB-ARC, apoptotik proteaz aktiflestirici faktor 1 tarafindan
paylasilan niikleotid baglayici1 adaptor, belli R genleri ve hiicre 6liim proteini 4 (CED4).)

NLRP ailesinin sitoplazmik proteinleri benzer yapidaki 14 alt iiyeyi igerir. Bunlar
kromozomda iki kiime halinde 11p15 (NLRP6, 10 ve 14) ve 19q 13,4 (NLRP2, 4, 5, 7,
8, 9, 11, 12 ve 13) bolgelerinde bulunurlar. Ailenin bir¢ok iiyesi ¢esitli dokularda
oldukca fazla eksprese olurlar ve C. elegans, D. melanogaster, sigan ve fareden insana
kadar korunmustur. (Information recruited from Human Genome Browser Gateway:

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).

NLR’ ler hem dogal hem de adaptif immiin yanitlar1 diizenleme yetenegine sahip hiicre
ici reseptorlerdendir. Ilgili ligandin tanmmasiyla NF-kB gibi birden ¢ok pro-
enflamatuar molekiiler yolaklarin tetiklenmesi sonucu NLR’ ler aktif hale gelirler ¥,
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, ¢esitli insan otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarin
bir spektrum iginde NLR aracilikli iltihaplanma igin 6nemli rollerininin oldugunu ortaya
koymustur **. Bugiine kadar NRL’ lerin biiyiik cogunlugu dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerinde inflamatuar sinyal aktivatorleri olarak tanimlanmistir 139, Coklu NLR’ lerin
inflamazom kompleksinin koordineli bir montaj halini alabilmesi i¢in IL-1B ve IL-18
salgilanmasi ve aktivasyonunun tesvik edilmesi bildirilmistir 140, Enfeksiyona kars1 ilk
savunma hatt1 dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan siirdiiriiliir. Zara bagli Toll

benzeri reseptorler ve sitosolik niikleotid baglayici alan ve 18sin agisindan zengin tekrar
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iceren reseptorler (NLR) birlikte, bakteriyel ve viral istilacilari gibi endojen stres
sinyallerini tespit ederek dogal immiin yanit olusumunda 6nemli rol oynarlar. fletim
yoniindeki sinyal olaylarmi diizenlemekten sorumlu degisen N-terminal efektor etki
alanlar1 ile NLR’ ler ¢ok etki alanli proteinlerdir. Bununla birlikte, iltihap sinyal
yollarinin siki diizenlenmesi homeostatik diizeyde immiin yanitlar1 korumak igin
onemlidir. Asir1 inflamasyon, kendisi tarafindan yikict ve otoimmiinite gelisimi
sonucunda adaptif bagisiklik sisteminin hiicrelerinin aktivasyonu ile sonuglanabilir 141
NLR’ ler sitoplazmada eksprese olan, patojen ile iliskili molekiiller olup, tehlike
durumu ile iligkili molekiiler ile Oriintii olarak c¢alisan ve Onemleri hizla artan
biyomolekiillerdir **2. Buna ek olarak, ¢ok sayida insan otoinflamatuar bozukluklar ile
NLR mutasyonlarinin bagisiklik ve enflamasyondaki merkezi rolleri iliskilendirilmistir
132 NLR’ lerin konak savunmasinda kritik bir rol oynadig1 iyi bilinmekle birlikte, bu
reseptorlerin NLR ailesi 6zel ligandlari nasil tanidigi ve onlart nasil yukari yonde sinyal
igin aktive ettikleri belirsizdir. NLR” lerin islevlerini yiiriitmek igin ek sensorler ile
etkilesim icinde olabildigi gercegi ileri seviye komplikasyonlarda ortaya konmustur **.
NLR’ ler fonksiyonlarna gore dort ana gruba ayrilabilir: 1) transkripsiyonel
transaktivator, 2) NF-xB ve MAPK aktivatorleri, 3) inflamazom aktivatorleri, ve 4)

inflamatuar sinyal inhibitorleri **>'*

. Baz1 NLR’lerin aym islevlere sahip oldugu,
bazilarinin hiicre tipine 6zel rolleri ve/veya asag1 yonde etkili coklu mekanizma araciligi
ile aktive oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ayrica, preimplantasyon ve dogum
oncesi gelisimde birkag NLR’ nin islevsel olmasi bu aileye ait reseptorlerin birden fazla
rol oynayabilecegini gostermektedir. NLR ailesinin alt ailesi olan NLRP ailesinin iki
tiyesi, NLRP1 ve NLRP3, adaptor protein ASC ve daha sonra Prokaspaz-1 ile
etkilesime girerek dogustan gelen bagisiklik yaniti aktive ederler. Bu ¢ok bilesenli
kompleks inflammazom olarak adlandirilir /. Bu makromolekiil makinesi pro-1L-1f ve
pro-1L-18 gibi pro-inflamatuvar sitokinleri, bunlarin salgilanabilecegi olgun formlara
doniismesi icin aktive eder ! Birkag NLRP’ nin iiremede bile rolii oldugu ortaya
cikarlmistir ***. Son zamanlarda yapilan calismalarda, inflamatuar sinyalizasyonun
olumsuz yonde diizenlemesinde NLRP6, NLRP12 ve NLRX1’in rolii oldugu
bildirilmistir. NLR proteinleri enflamasyon, apoptoz, embriyo gelisimi ve bagisiklik
genlerinin transkripsiyonel yeniden programlamasimi diizenler ***'*®. Yukarida

bahsedilen biitiin NLR proteinlerinin islevleri Tablo 2.4’ te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4. Insan ve fare NLR proteinlerinin islevleri

NLR proteini Islevi

CIITA De novo MHC smif II ve MHC smif II bagimli antijen sunan gen transkrisiyon
aksesuari, yapisal MHC smif I geni ifadesinin artirilmasi

NAIP Patolojik kosullarda ndronal canlilik artmasi ve inflammazom montaj modiilasyonu
NLRP1 Inflamazom bileseni

NLRP2 Inflammazom aktivasyonu, NF-«B sinyallemesinin engellenmesi, embriyonik geligim
NLRP3 Inflamazom bileseni

NLRP4 NF-xB sinyallemesinin engellenmesi, TLR sinyallemesinin negatif diizenlenmesi,

otofaji inhibisyonu

NLRP5 Yarali néronlarda kaspaz aktivasyonu diizenlenmesi ve apoptoz, embriyonik gelisime
katilma

NLRP6 NF-B sinyalizasyon baskilama, inflamazom aktivasyonu

NLRP7 Inflamazom diizenlenmesi, NF-kB aktivasyonunun inhibe edilmesi, mutasyonlart

yiiksek riskli gebelik komplikasyonlari ve perinatal mortalite ile iligkilidir.

NLRP10 Dendritik hiicre gocii, NF-kB aktivasyonu ve hiicre oliimiiniin negatif diizenlenmesi,
IL-1 sekresyonu inhibisyonu, anti-bakteriyel proenflamatuar tepkisinin artirilmasi

NLRP12 NF-xB sinyalizasyon, inflammazom aktivasyonu, dendritik hiicre go¢ii diizenlenmesi,
MHC simif I genlerinin transkripsiyonu

NLRP14 Spermatogenez tutulumu

NLRC3 NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu

NLRC4 Inflamazom bileseni

NLRC5 MHC smif I antijen sunumunda rol alan, ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonu;

TLR aracili NF-«xB aktivasyonu ile dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesi, tip I IFN {iretimi ve inflammazom aktivasyonu

NLRX1 Mitokondriyal lokalizasyon; RLR sinyallemesinin negatif diizenlenmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu tetikleyen bagisiklik sisteminin pozitif bir diizenlemesi,
NF-kB aktivasyonunu inhibe edici, otofaji gii¢lendiricisi

NOD1 ve | NF-kB ve MAPK sinyal yollar1 aktivasyonu, kaspaz-1 aktivasyonu i¢in 6nemli olan
NOD2 diger NLR'ler ile etkilesimi, otofaji fonksiyonu ve antijen reseptorii ile entegrasyon.

T hiicresi aktivasyonu. Buna ek olarak, NOD1 B hiicresi aktivasyonunu birlikte
diizenledigi ve NOD2 viral tamima, T hiicresi aktivasyonunda bir rol oynar, ve
diizenleyici T hiicrelerinin hayatta kalmasinda.

NLRPS, -9, - | ?

11,-13

Inflamasyon sirasinda Interlokinlp (IL-1B) gibi proinflamatuar sitokinlerin
olgunlagmasinmi tetikleyerek, dogustan kazanilmis bagisiklik savunmast ve organ

7133 .
. Inflamazom mekanizmasinin

homeostasisnde bir gardiyan gorevindedir
bilesenlerini kodlayan bireysel genler, transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi seviyede
diizenlenir. Bu islemden sonra, bu mikrobiyal patojenlere karsi konak¢i savunmasina
aracilik etmek ve doku homeostazini garanti etmek i¢in gerekli olan ¢ok ¢esitli hiicresel

yanitlar1 kontrol eder. Benzer sekilde, hiicresel gerginlik viral ya da bakteriyel
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enfeksiyon, serbest sitoplazmik DNA veya baska diger ¢esit yaralanmalarda yiiksek
molekiiler agirlikli inflamazom platformlar1 olusumuyla sonuglanan 6zel reseptorlerin
aktivasyonuna yol acar 132133147148 "By molekiiler platformlarin diizenegi, cesitli i¢ ve
dis sinyaller ile tetiklenen benzersiz ve tanimlanmis bir kronolojik sirasi asagidaki
gibidir: patojen kaynakli molekiillerin taninmasi sonrasinda, inflamazom hiicre ici aktif
caspase-1 (CASP-1)’ in otokatalitik halini uyarir ki bu da proteolitik bolinmeyi ve IL-
1B- and IL-18 onciillerininin biyolojik aktivasyonunu uyarir 132133 By aktive edilmis
form, sensor molekiili CASP-1 ile fiziksel bir etkilesim yetenegine sahiptir ya da bu
prosesi leke benzeri apoptoz ile iligkili molekiil olarak adlandirilan bir araci adaptor
molekiille ya da adaptdr protein ASC’nin kaspaz takviye domaini ile iyilestirir '. Bu
islemden sonra, hiicresel tepkilerin karmasik bir agi, yerel ve sistemik iltihabik
reaksiyonlara, notrofil ve trombosit toplanmasina dogustan gelen bagisiklik sisteminin

aktivasyonu gibi olaylara énciiliik ederek tetikler *°.

Ayrica, inflamazomlarin aktivasyonu, metabolik sendrom ve enflamatuar bagirsak
hastalig1 gibi bir¢ok yonlii hastaliklarda, mikrobiyal patojenlere karsi, ev sahibinin
korunmasina baglhidir. Buna ek olarak inflamazomlar hiicre Sliimiiniin 6zel bir formu
olan proptosis gibi doku onarimini ve iltihaplanmanin ¢esitli 6nemli yoOnlerinin

10 By 6nemli fonksiyonlara dayaranak bu gen ailesinde olan

diizenlenmesiyle iligkilidir
mutasyonlarin kanser olusumuna neden olan ciddi bagisikli hastaliklariyla iligkili olmasi

sasirtict degildir 145,

Hig siiphe yok ki inflamazom diizenlenmesi ve islenmesinin anlasilmasi inflamasyon,
fibrogenez ve tiimorgenezin isleyisine miidahale etmek icin harika olanaklar
saglayacaktir. Yapilan bir ¢alisma, bu diizenleyici agin ¢ok karmasik oldugunu ve
bireysel inflamazom protein komplekslerinin ayni hiicre tipinde es zamanli olarak
eksprese ve aktive olabilecegini dogrulamistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile
farkli molekiiler ajanlar, ¢ok sayida sensOr protein yolaklar1 karakterize edilip ve
smiflandirilarak, endojen ve eksojen kokenli saglikli ve hastalikli organlarda
inflamazom faaliyetlerini siirdliren enflamatuar ligandlarinin ¢ok sayida oldugu

belirlenmistir 140,
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2.7.2. NLRP12 tanim ve lokasyonu

NLRPI12 en erken tanimlanan NLRP’lerden biridir ve ekspresyonu esas olarak
monositler ve graniilositler igeren myeloid hiicreleriyle sinirlidir 9 NLRP12, PYPAF7,
RNO ya da Monarch-1 olarak da bilinmektedir. NLRP12 hiicre i¢i NOD-benzeri
reseptor (NLR) ailesinin bir iiyesidir ve enflamatuar sitokinlerin {iretimini asag1r yonde
regiile ettigi ileri siiriilmiistiir ancak inflamasyon regiilasyonundaki fizyolojik rolii
karakterize edilememistir. NLRP12 geni ilk kez HL60 insan 16semi hiicre hattinda

150 jlk RNO olarak isimlendirilmistir,

tanimlanip kismi olarak karakterize edilmistir
HL60 hiicrelerinde NO sitimiilasyonu tizerine yukar1 yonde regiile oldugu bulunmustur.
Bunu takiben, tam uzunluktaki bir gen, bagimsiz olarak, iki grup ile klonlanarak ve
Monarch-1 ve PYPAF7 olarak adlandirilmistir 136,151 'NLRP12 N ucunda PYD,
merkezinde NBD ve C ucunda LRR bolgesi igeren hiicre i¢i proteindir. NLRP12
insanda kromozomun 19q13.4 bolgesinde yer almaktadir. 3,8-kilobazlik bir cDNA’ya
karsiik gelen 1062 aa’lik ve 120 kDa agirhginda bir protein kodlar 2. NLRP12
proteini 10 ekzon kodlar. Protein veri tabani iginde bir BLAST aramasi bir N-terminal
pirin alan1 (13-87 araliginda) Ekzon 1 PYD kodlar. Merkezi (212-528 araliginda) en
uzun ekzon, Ekzon 3 NACHT ve NACHT iligkili (NAD) bolgeleri igeren NBD
bolgesini kodlar ve C-terminal alan1 (712-1061 araliginda) Ekzon 4-9 arast LRRIeri
kodlar. Bu sekilde ti¢lii bir alan yapis1 ortaya ¢ikarilmistir. Pfam databazi, 27.0 siiriimii
(http://pfam.xfam.org/), bolge sinirlarini belirlemek icin kullanilmigtir. PYPAF7 diger
pirin iceren proteinlerle O6nemli derecede benzerlik gostermektedir (Sekil 2.6.A).
Alternatif kirpilma sonucunda ¢esitli varyantlart olusur. NLRP12 9 transkripte sahiptir.
Transkriptler ekzonlarin ve kesip c¢ikarma bolgelerinin lineer sekli ayr1 ayn
gosterilmistir. Yogunlastirilmis bir goriiniim elde edilmek istendiginden intron bolgeleri
orijinal uzunlugunda gosterilmemistir. Goriintii TViewer, v3.1 siiriimiinde Tuncer ve
arkadaslar1 tarafindan elde edilmistir 153 (Genomatix software, Ann Arbor, MI, USA;
http://www.genomatix.de/). Kesip ¢ikarilma sonrasindaki varyantlart Ensembl
databazdan elde edilmistir (http://www.ensembl.org/) (Sekil 2.6.B, Tablo 2.5). Bu

varyantlarin tam uzunluktaki tirtinden farkli ekspresyonu ve islevi olup olmadigi daha
tanimlanmamustir. insanda NLRP12 agirlikli olarak nétrofiller, eozinofiller, monositler,
makrofajlar ve olgunlasmamis dendritik hiicreler gibi miyeloid kokenli hiicrelerde
eksprese olurlar ve ekspresyonlar1 patojen, patojen liriinli ve inflamatuvar sitokinlere

verilen cevapta asagi regiile olur. NLRPI2 transkripsiyonun kismi asagi ydnde
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diizenlemesi promotere B lenfosit kaynakli matiirasyon protein-1 baglanmasi ile TLR

uyarimi ile saglanir. NLRP12 ile Hsp70 ve Hsp90 saperonlar arasinda etkilesim oldugu

gosterilmistir ve bu etkilesimlerin stabilitesi icin dnemli oldugu gdsterilmistir *.

NLRP12 Protein aa 181021
aa 1202 aa 128-201 aa212-381
N | NaD_ R NAGHT | B8 8888
B Gene organization and isoforms
Transeript ID
Promoter 1 exon1  exon 2 exon 3 exon 4 exons exon 6 exon7 exon & exond exon 10

ENSTO0000324134

ENST00000391773
ENST00000391772
Promater 2
ENST00000482915
ENST00000535162
ENST00000321894
ENST00000354278
ENSTO0000345770

ENSTO0000391775

Sekil 2.6. Insan NLRP12 geni ve proteini. (A) NLRP12 protein bolgeleri. (B) insan
NLRP12 transkripti.

Tablo 2.5. Insan NLRP12 Geni Kesip Cikarilma varyantlart

isim Lokasyon(19q13.4; Ensembl Uzunluk Ensembl protein  Uzunluk
ters zincir) transkripti 1D (bp) ID (aa) (aq)
NLRP12-001 54,296,857-54,327,597 ENST00000324134 3801 ENSP00000319377 1061
NLRP12-002 54,296,997-54,327,648 ENST00000391773 3715 ENSP00000375653 1062
NLRP12-007 54,296,997-54,327,648 ENST00000391772 3205 ENSP00000375652 892
NLRP12-005 54,296,997-54,311,959 ENSTO00000492915 2479 No protein product
NLRP12-203 54,296,857-54,327,648 ENST00000535162 3681 ENSP00000438030 1004
NLRP12-201 54,296,857-54,327,648 ENST00000351894 3516 ENSP00000340473 949
NLRP12-202 54,296,857-54,327,648 ENST00000354278 3345 ENSP00000346231 892
NLRP12-004 54,296,997-54,327,648 ENSTO00000345770 3547 ENSP00000341428 1006
NLRP12-003 54,296,996-54,327,571 ENST00000391775 3465 ENSP00000375655 1004

Veriler Ensemble database’den alinmustir (http://www.ensembl.org/).
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2.7.3. NLRP12 gen iiriiniiniin islevleri

NLRP12 dogal ve dogal olmayan NF-«B sinyal yolag: ve aktive edilen MAPK / ERK
yolagini baskilayarak inflamatuar sinyal ve kolon tiimor olusumunun negatif bir
diizenleyicisi olarak islev gormektedir. Ancak, NLRP12 Y. Pestis enfeksiyonunda
kaspaz-1 aktivasyonu ve proinflamatuvar sitokin salinimina yol acarak inflamazom
sinyalizasyonun yolagina da dahil olabilir. NLRP12’ nin ayrica adaptif bagisiklikta
dentrik hiicreler ve noétrofillerin gogilinii kontrol ettigi, klasik ve klasik olmayan MHC

siif I genlerinini ekspresyonunda rol aldigi da belirtilmistir. NLRP12* nin IKK, IB

153
kinaz; T3SS, tip III salgilama sistemi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Sekil 2.6)
Anti-inflamatuvar ve anti-tiimaregez fonksiyon inflamatuvar yanit uyaricisi olarak islevi Adaptif bagisiklikta varsaysal islevi
Digsal uyaranla' Yersinia pestis Dendritik hiicre ve nétrofil gogi
-1p =2 "‘\
Tass IL-18 =2
4
Dogal olmayan J’ |
NF-xB vﬂh: o inflamazom aktivasyonu |
mﬂl N CTEI5ES e - /
Kaspas-1 - _
aktivasyonu pro IL-1p
| m
l’ MAPK/EHK o iES E ‘
B -=-nso
¥ v .
ps2 .lm pso l Cekirdek
PRI DAL INADND
Pro-inflamatuar sitokinler, anti-mikrobiyal molekiller ve MHC sinif | ekspresyonu

timaor olusturucu faktorlerin ekspresyonu

Sekil 2.7. NLRP12’ nin islevleri **3

NLRP12, Veba etkeni Yersinia pestis gibi bazi enfeksiyonlarin indiikleyici ajanlara
kars1 korumada oldugu, gibi kolon kanserinde de ekspresyonu son zamanda
arastiritlmistir. NLRP12 c¢ogunlukla immiin hiicrelerde eksprese olmasinin yaninda
patojen lriinleri ve inflamatuvar sitokinleri asagi yonde regiile eder ve inflamatuvar
cevapta negatif yonde diizenleme yaptig1 diistiniilmektedir. Yapilan ¢calismada NLRP12’
nin inflamatuvar sinyallesme, konak savunmasi ve karsinogenezdeki rolii ve Gnemi

arastirilmistir.

Simdiye kadar higbir literatirde NLRP12 ve iireme arasinda bir iligkinin oldugu
gosterilmemistir. NLRP9’ a benzer sekilde NLRP12 de dollenme ve zigot gelisiminde
yer almaktadir. NLRP12 makrofajlarda NF-kxB ve ERK sinyalini negatif diizenler.
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Yapilan c¢alismalar NLRP12 mikrobiyal bilesenleri, kolit ve kolorektal kanser
gelisiminde yanit olarak NF-kB ve ERK yolaklarinin aktivasyonunu kontrol ederek
proenflamatuar sitokinler ve kemokinlerin bastirilmasinda 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Ayni sekilde, NLRP12 eksikliginin, inflamatuar sinyal yollarin
kirmada basarisizliga neden olarak farelerde kolit ve kolit ile iliskili tiimorigeneze
artmis duyarliliga yol agtigi gosterilmistir. NMR spektroskopisi kullanarak NLRP12
(NLRP12 PYD) N-ucu pirin alaninin yapisi ve dinamigi belirlenmistir. NLRP12’nin
Toll-benzeri reseptor bagimli NF-kB aktivasyonunun diizenlenmesinde rol alan
inflammasome olmayan NLR oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Buna ek olarak, ilk kez in
vitro olarak pro-apoptotik Fas-baglantili faktér 1 (FAF-1) proteini ve NLRP12 PYD
arasindaki homotipik olmayan PYD etkilesimi gosterilmistir Ki bu da dogustan gelen
bagisiklik sistemi ve apoptotik sinyaller ile iliskilidir. ilging bir sekilde, bu proteine
katilan biitlin artiklar: protein etkilesimleri a2- a3 yiizeyi ile siirli olup, NLRP12 PYD
bolgesinde suana kadar rapor edilmis NLRP PYD yapilarindan farklidir. Deneysel
olarak NLRP12 PYD ve FAF-1 UBA etki alan1 arasindaki etkilesimde triptofan 45’ in
onemli bir rol aldig1 vurgulanmistir. Gen susturma kullanimi sayesinde, NLRP12, TLR
bagimli NF-kB aktivasyonunun asagi yonde diizenlenmesi yoluyla akis yoniindeki ince-
ayar sinyallerinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Daha sonra, NLRP12 kuralsiz NF-xB
aktivasyonunu inhibe ederek pro-enflamatuar sitokinlerin {iretimini bastirir. Bu
diizenleme, muhtemelen gerekli kinazlarin inhibisyonu yoluyla, o6zellikle standart
olmayan MAP3 kinaz NIK (NF-kB indiiklenen kinaz) ile saglamir **. Buna ek olarak,
NLRP12’nin Hsp90 saperon etkilesimi ve proteazom yolaginda rol oynadigi ileri

1 NLRP12’nin NIK aracili indiikelenen NF-kB aktivasyonunun

stirilmiustiir
inhibisyonu tam olarak bilinmese de, NLRP12 bir proteazom bagimli yolu ile NIK
degradasyonunu tesvik ettigi disiiniilmektedir. Bu, FAF-1 gibi adaptér benzeri
proteinleri olan efektor bolgelerle etkilesime girebilir *°, ve bu nedenle olusan sinyal
apoptotik dogustan gelen bagisiklik sistemini etkiler 133 Proteini direkt etkileyen ylizey
degisimleri ve protein etkilesimleri gibi kritik parametreler bu ve diger NLRP PYDs
yapisi ve dinamiginin degisebilirligini gostermistir. Boylece, 6zellikle genel PYD’ler ve
NLRP12 PYD biyolojik islevini anlamak igin, NLRP12 PYD yapisin1t ve oto-
korelasyonu ile iliskili omurga dinamikleri tespit edilmistir **°. Ayrica, NLRP12

149,152

proteazom yolaginda 6nemli bir rol oynar . Boylece, dogustan bagisiklik ve

apoptotik sinyal yollarinin arasinda énemli bir diizenleyici koprii olarak kabul edilir.
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NLRP12 hem TLR hem de TNFR yolaklarinin negatif diizenleyicisidir. Ciinkii
Monarch-1TLR2 ve TLR4 aktivasyonuna yol acan ilk NLR proteinidir. NLRP12’ in
TLR sinyalizasyonunu IRAK-1 ve IRAK-1’ in hiperfosforilasyonu ile iliskili olarak
bloke ettigi bulunmustur **°. IRAK-1" in hiperfosforilasyonu TLR sinyal iletimi icin
onemlidir ¢linkii bu TRAF6 baglanmasi ve agagi akis yoniinde sinyal iletimi i¢in gerekli
olan TLR reseptdr kompleksi i¢in afiniteyi azaltmada rol alir. NLRP12 agik¢ca IRAK-
1’in hiperfosforilasyonuna neden olur. Bu bulgularla uyumlu olarak, IRAK-1
hiperfosforilasyonunun endotoksin dayanikli hiicrelerde azaltilmis olmasi gozlenmistir
ki burada LPS maruziyeti daha fazla NF-xB aktivasyonunu uyaramaz. Bu nedenle,
IRAK-1 fosforilasyonu TLR sinyal kontroliinde 6nemli bir diizenleyici adim olarak
ortaya ¢ikmaktadir ve NLRP12, bu 6nemli yolagin bir inhibitoriidiir. Sonug¢ olarak
miyeloid/ monositik hiicrelerde siRNA kullanilarak NLRP12’ in bir anti-inflamatuvar
fonksiyonlu bir protein oldugu en ikna edici sekilde gosterilmistir. NLRP12 N-terminal
pirin alan1 pro-kaspaz-1 aktivasyonu icin gereklidir ¢linkii bu alanin silinmesi IL-1
sinerjik iiretimini ortadan kaldirmistir. Birlikte ele alindiginda bu veriler, NLRP12 ve

ASC sinerjistik pro-kaspaz-1’ in aktive edildigini gostermektedir.

2.7.4. NLRP12 geninin ekspresyonu
NLRP12 geninin ekspresyonunun bagisiklik hiicrelerinde siirli oldugu ve inflamatuvar

813 NLRP12’ nin ekspresyonu oosit, sperm

sinyal yolagimi aktive ettigi bildirilmistir
ve ebriyolarda NLRPS5 ile karsilastirildiginda oldukga disiiktiir. NLRP12> nin
ekspresyon modeli normal ve anormal embriyolarda NLRP5 ve NLRP9 ile benzerdir.
NLR’ ler arasinda NLRP12 biiyiik 6l¢iide miyeloid kokenli hiicrelerde ifade edilir.
NLRPI12 immiin enflamatuvar yanitta NF-kB yolaginin negatif diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Boylece NLRP12’ nin ekspresyonunun inflamasyonu diizenledigi ve MS
(Multiple Sklerosis) seyrini diizenleyecilecegi diisiiniilmiistir ', Omurilikte NLRP12 -
/- farelerde, yabanil tip farelere kiyasla pro-inflamatuar genlerin CCR5, COX-2, ve IL-
1B ekspresyonunda, mikroglia hiicrelerinde TNF-a, IL-6 ve NO (nitrik oksit)
salmiminda 6nemli bir artis bulunmustur (P<0.05). NLRP12’ nin Encephalomyelitis
(EAE) gelisimi sirasinda iltihab1 bastirmak suretiyle koruyucu bir rol oynadigi ve
NLRP12 yoklugunda artmis enflamatuar tepkinin olustugu sonucuna varilmistir 17
NLRP12’ nin ekspresyonu negatif NF-kB yolagin1 diizenleyerek immiin, enflamatuar

yamtlarda ve dentrik hiicre gogii gibi olaylarda diizenleyici bir rol oynamaktadir *°. NF-

kB yolagi inflamatuvar cevaptaki en 6nemli yolaklardan birisidir. Tipik olarak NF-xB
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aktivasyonu sonucunda TNF-a, IL-1B, ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar kemokinlerin,
CCLS5, CCL22 ve MIPla gibi kemokinlerin ve iNOS ve COX2 gibi proteinlerin

transkripsiyonu olur **

. Sonuglar NLRP12’ nin EAE gelisimi sirasinda iltihap
inhibisyonu tizerine etki ettigini gostermektedir. NLRP12 T hiicre ¢ogalmasini negatif
yonde diizenler. NLRP12 eksikligi, aktive edilmis T hiicreleri tarafindan IL-4 liretimini
etkilemez. EAE sonrast CNS’ de NLRPI12 eksikligi pro-enflamatuar molekiillerin

ekspresyonunu artirmaktadir 157,

Gergektende Mycobacterium tuberculosis ile yapilan ¢alismalarda inflamatuvar yanitin
artmasiyla birlikte NLRP12 nin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir **%*°%. Ayrica,
NLRP12’nin asirt sentezlenmesinin, daha 6nce negatif NF-xB yolagi tizerine etki

152 Shami ve arkadaslari

ederek olusacak atesli tepkiyi hafiflettigi gosterilmistir
tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada, NO’ deki artisin NLRP12’nin ekspresyonunun
artmasina neden oldugu gosterilmistir **°. Bugiine kadar NLRP12’nin farkli hiicre
tiplerindeki aktivitesinin ag¢iklanmasi ig¢in bir mekanizma gelistirilememistir.
NLRPI12’nin farkli hiicre tiplerinde NF-«B klasik ve alternatif yolaklarini farkli

uyaranlarla inhibe ettigi gosterilmistir *°°,

NLRP12 eksikligi olan farelerde kolon iltihabi ve kolorektal timorii makrofajlardaki
NF-kB deki bir hatanin engellenmesi ve ERK aktivasyonu sebebiyle gelisir. Bu
sonuglar, intestinal homeostazisin korunmasi ve kolorektal kanser gelisimine karsi
koruma saglamada NLRP12nin kritik bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir **® . Pro-
inflamatuvar sitokin ve kemokinlerin iiretiminin temel aracist olan NF- kB’ nin
aktivasyonuyla epitel ve immiin hiicrelerin yiizeyindeki TLR gibi dogal immiin
reseptorlerin inflamasyonu islemi baslatilir. Bununla birlikte, NF-kB sinyalinin siki
birsekilde diizenlenmesi ve bagirsak mikroflorasinin homeostatik etkilesimlerinin
faydal1 bir seviyede muhafaza edilmesi gereklidir. Bu nedenle, regiile edilmemis NF-xB
sinyal yolu bagirsak iltihabi, kolit ve kolorektal kanser gelisimindeki onemli bir

mekanizmayr temsil edebilir 19

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar NF-xB
aktivasyonunun negatif diizenlemesindeki molekiillerin bagirsak homeostasizisi

tizerinde olumsuz bir rolii oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

NLRP12 ekspresyonu bagisiklik hiicreleriyle iliskili oldugu i¢in, patojenik iiriinlere ve

inflamatuar sitokinlere cevap olarak asagi yonde regiile edildiginden, bu proteinin
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2 immiin olmayan

enflamasyonu ve bagisikligi diizenledigi tahmin edilmistir
hiicrelerde asir1 ekspresyonunun ilk gosterildigi ¢alismada NLRP12’nin ASC ile
kolokalize olup IL-1 salgilayarak NF-kB ve kaspaz1’i aktive ettigi gosterilmistir **°. Bu
bulgular, NF-xB aktivasyonunda NLRP12 bir rolii oldugunu gostermistir, ancak daha
sonraki yayinlar enflamatuar dongiiniin bir sondiirticiisii olarak NLRP12’yi gostermistir.
Bu c¢alismalarin birinde, NLRP12 TLR TNFR sinyallemesinin bir negatif diizenleyicisi
olarak islev goren, NF-«kB sinyal antagonisti oldugu gosterilmistir 5! insan monositik
hiicre hatti THP-1 'de NLRP12 ’nin susturulmast TLR agonistleri, TNF-a ve M.
Tuberculosis’ e cevaben proinflamatuar sitokinleri NF-kB aktivasyonunu arttirmistir 2.
Biyokimyasal c¢aligmalar, NLRP12’nin dogal ve dogal olmayan NF-B yolagina
miidahale ederek proenflamatuar sitokinler ve kemokinlerin iiretimini bastirdigini
gostermistir 14419 THP-1 hiicrelerinde NLRP12’ nin agir1 ekspresyonu standart NF-xB
alt-birimlerinin rela (p65) ve p50 niikleer translokasyon TLR2 agonisti ile uyarildiktan
sonra, normal olarak ilerlerken, CD40 ligandi uyarimi ile devam eden TLR2 ligand ile
on-muamelede, P52 islenmesinde ve ¢ekirdek translokasyonunda bir azalmaya neden
olmustur. Bu da NIK proteazom araciligiyla azalmanin neden oldugu NLRP12’ nin
LRR ve NOD bdélgelerinin NIK ile etkilesiminin sonucudur 152 Yeni yapilan bir ¢alisma
da NLRP12’ nin ne NIK ne de TRAF ile ektilesimde olmadigini ancak direkt olarak
NIK degredasyonunda yer aldigii vurgulamistir ***. Bu nedenle, NLRP12 TRAF3
bozulmasini 6nleyerek NF-kB aktivasyonunu devam ettirecek ve bunun sonucu olarak,
NIK aktivasyonu geregelesecektir (Sekil 2.6). NLRP12’nin ifade buldugu hiicrelerde
sirastyla NIK yiikselir, pl100 p52° ye islenir ve TRAF3 seviyesi azalir. Farkh
mekanizmalar vasitasiyla, NLRP12 dahil olmak iizere birgok NLR'lerin, normal NF-xB
aktivasyon yolagim1 korelttigi  gosterilmistir. Ozellikle NLRP12’ nin IRAKI
fosforilasyonunu o©nlemesi ve NLRPI2® nin NBD bolgesine ATP baglanmasi

inhibisyonunun olusmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (Sekil 2.6).

NLRP12 ve ASC’ nin birlikte ekspresyonu sonucunda kaspaz-1’ in sinerjistik
aktivasyonu ve interlokin-1 salgilanmasinin artmasi gergeklesmektedir. Buna ilaveten,
PYPAF1 ASC ile birlikte ifade edilmesi kaspaz-1 bagimli sitokin islenmesine neden
olur. Bu bulgular PYPAF aile iiyelerinin NF-kB ve sitokin isleme aktivasyonunun

diizenlenmesi ile inflamatuar sinyalizasyona katilmakta oldugunu gostermektedir.
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2.7.5. NLRP12 genindeki mutasyon

Yukarida sozii edilen NRLIerin aksine, NLRP12’ nin vivo rolii net degildir. Ozellikle,
NLRP12 kodlayan gendeki polimorfizm periyodik ates sendromu ve atopik dermatitin
artan duyarlilig ile iligkili bulunmustur 154160161 yahasi, NLRP12 in vitro kosullarda
proteozomal bozulmasi i¢in kinaz IRAKI1 ve NIK hedefleyerek standart olan ve
olmayan NF-kB sinyalini negatif diizenledigi dnerilmistir ****°?, Ancak, son zamanlarda
periyodik ates sendromlu hastalarda NLRP12 missense mutasyonlarin olmasi, NF-xB
sinyalinin inhibisyonundan daha ¢ok artmis kaspaz-1 aktivasyonu ile baglantili oldugu
ortaya ¢ikarilmigtir 160161 By nedenle, NF-kB yollarmin  NLRP12 aracili
diizenlenmesinin fizyolojik uygunlugunun tarif edilmesi gerekmektedir. NLRP12 aracili
sinyal diizenlenmesinin otoimmiin bozukluklara nasil yol ag¢tiginin az bilinmesine
karsin, NLRP12 missense mutasyonlarmin insanlarda periyodik ates sendromlari ve
atopik dermatite yol actigi bildirilmistir *®. insan ve fare makrofajlari ile in vitro
yapilan ¢alismalar, NLRP12 TLR bagimli sitokin iiretiminin oldugunu goéstermektedir
146,162 Ayrica, proenflamatuar sinyallemesinin NLRP12 aracilifiyla bastirilmasi
farelerde kolon inflamasyon ve kanser olusumunda 6nemli bir rol oynayabilecegi one

o _os o L ee 144
stiriilmiistiir

. Bu calismalar, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde inflamatuar
cevaplarin  kritik bir diizenleyicisi olarak NLRP12’yi gostermektedir. Ancak,
inflamatuar hastaligin ilerlemesi sirasinda T hiicresi tepkilerini diizenleyen NLRP12’
nin varsayimsal rolii ve 6nemi karakterize edilmemistir. T hiicreleri, merkezi olduklari
doku harabiyetine, efektor sitokinler ve kemokinlerin salimimiyla birgok otoimmiin

hastaliklarin patogenezinde rol oynar *®.

Ozet olarak, T hiicresel cevaplarinin ve T-
hiicresi-aracili hastaliklarin negatif diizenleyicisi olarak NLRP12 karakterize edilmistir.
NLRPI12 igsel T hiicrelerinde, T hiicresi aktivasyonunu ve diizensiz NLRP12 aracili
sinyal iletimini diizenleyen enflamatuar hastalik olusturmak i¢in yeterli olmustur 164 Bu
bulgular NLRP12’nin T hiicresel tepkilerinin igsel zayiflatilmasinda ve IL-4 ile iligkili
enflamasyonundaki ek rolleri tanimlanmistir. Ayrica, NLRP12’yi hedef alan tedavinin
T-hiicre aracili hastalik tedavisinde yeni bir strateji olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
NLRP12 mutasyona sahip insan monositik hiicrelerin, hiperinflamatuar oldugu ve
enflamatuar hastalik olan periyodik ates sendromuyla baglantili oldugu gosterilmistir
161, Sonug olarak Zaki ve arkadaslar ile Allen ve arkadaslari bulduklart NLRP12’ nin
NF-kB sinyalizasyonunda, bagirsak iltihaplanmasinda ve tiimoérogenezde onemli bir

denetim noktasinin elemani oldugunu gostermislerdir Y {lk ¢alisma NLRP12’ nin
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sadece normal NF-kB yolaginda diizenleyici bir rolii oldugunu ortaya ¢ikarmasina
ragmen ikinci ¢alismada normal olmayan yolak iizerinde biiyiik bir etkisi oldugu
onaylanmustir. Diger ¢alismalarda enfeksiyoz ajanlara konak direncinde NLRP12’ nin
rolii ele alinmistir. NLRP12 veba ectkeni olan Yersinia pestis taninmasinda bir
inflammazom bileseni olarak belirlenmistir. NLRP12 -/- fareler Y. pestis
enfeksiyonundan sonra yiiksek oliim ve bakteriyel enfeksiyon, NLRP12’ nin
inflamazomda IL-18 ve IL-1B {iretiminde merkezi diizenleyici ve Kkaspaz-1
aktiflesmesinde araci olarak goérev aldigimi gostermistir. Dahasi, NLRP12 -/- lerin
Y.pestis ile enfeksiyonu sonrasinda NF-«kB sinyalizasyonuna ¢ok az etkisi olmasina
ragmen; NLRP12 IL-18 araciligryla IFN-y iiretimini indiikler. Inflamasyon sirasinda
NLRP12’ nin diizenleyici rolii ile ilgili olarak, NLRP12 genindeki mutasyonlar,
otoinflamatuar sendromlarin yeni bir sinifi olan NLRP12AD ile iligkili bulunmustur ki
bu siuf ailesel soguk otoinflamatuvar sendromunda bazi formlari igerir ***. Yapilan
caligmalarda NBD bolgesinde yer alan p.Arg284X anlamsiz mutasyonunun yabanil tiple
karsilastirildiginda NF-kB aktivasyonunda nasil daha az etkili oldugu arastirilmistir 160,
Inflamasyona neden olan fonksiyon kayiplarinda, kesilip ¢ikarilmada bir kusur iireten
ekleme ayrica NF-kB sinyalizasyonu {lizerine baskilayici ozellikteki NLRP12’ de
belirgin bir azalmaya neden olur. Bu bulgularin aksine, missense mutasyon
p.Asp294Glu, evrimsel olarak korunmus NBD bdlgesinin arastirilmasiyla NF-«kB
inhibisyonundan ¢ok artan kaspaz-1 aktivitesi ile iliskili bulunmustur ***. Ayrica, CpG
bolgesinde yer alan yanlis anlamli bir mutasyon (p.Arg352Cys) NLRP12’ nin proteinin
niikleotid baglanma bdlgesini kodlayan 3. ekzonunda tanimlanmistir ve bu yine NF-kB
sinyalizasyonu  {izerine  direkt etkisi  gOsterilmemesine ragmen  kaspaz-1
sinyalizasyonunun aktiflesmesini arttirir 161 Sonug olarak, periyodik ates sendromunda
NLRP12’ nin fizyolojik olarak rol aldig: belli olmasina ragmen, NF-kB yolunu nasil bir
sekilde diizenlediginin tarif edilmesi gerekmektedir. Son olarak ve belirtilen rollerinin
yani sira, NLRP12’ nin in vitro kosullarda klasik ve klasik olmayan MHC sinif I
genlerinin ekspresyonlarmi kontrol ettigi One siiriilmiistiir 149

MHC smnif II ve MHC smif I genlerinin transaktivatorii olan CIITA ve NLRCS’ i

. Bu bulgular sirasiyla

animsatmisgtir.

NLRPI12 geninde heterozigot mutasyonlar sistemik otoinflamatuar hastaliklara sahip
hastalarda bulunmustur. Ancak, NLRP12 ile iliskili periyodik ates sendromlart klasik

tan1 semptomu olmayan hastalar da dahil olmak {izere, genis bir klinik spektrum
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gosterir. NLRP12 gen iiriiniin interlokin-1 beta (IL-1p) ve interlokin-18 (IL-18) de dahil
olmak {iizere enflamatuvar sitokinlerin olgunlasmasini diizenleme ve inflamazom
adaptdr protein ASC ile etkilesimde oldugu gdsterilmistir **°. Bununla birlikte, hem pro-
enflamatuar hem de baskilayict fonksiyonu, inflamazom yolaklar1 i¢inde karmasik
etkilesimleri vurgulayarak Plasmodium ve Salmonella enterica enfeksiyonu NALP12
162,165

icin tarif edilmistir . Benzer sekilde, NLRP12 mutasyonlari, kalitsal periyodik ates

sendromlari, asemptomatik tasiyicilar ve ailesel soguk oto-inflamatuar sendromu 2

160,161 Igingtir,

(FCAS2) arasinda degisen farkli klinik fenotiplere neden olabilir
heterozigot nonsense ve kesilip ¢ikarma bolgesindeki mutasyonlar, inflamazom
aktivasyonunun artmasi sonucu NF-kB sinyal yolagi tizerine NLRP12’nin inhibe edici
ozelliklerinin azalmasina bagl IL-1p serum saliniminda yiiz katlik bir artisin eslik ettigi

gosterilmistir. (haploinsufficient allel islevi kaybi) 161

Yapilan diger bir ¢alismada NLRP12 mutasyonlar1 ile, bu mutasyonlar1 tasiyan
hastalarda T hiicrelerini hedefleyen potansiyel bir tedavi yaklasimi olabilecegini
diistindiirmektedir. Arastiricilar NLRP12” nin EAE’ de 6nemli bir rol oynadigint ve
NLRP12 genindeki mutasyonlarin insan MS hastalarinin taranmasi ile bu zayiflatici
otoimmiin hastaligin1 anlamak i¢in 6nemini gostermislerdir = Islevsel olmayan NF-xB
sinyalizasyonuna ek olarak, NLRP12 polimorfizmleri, insan popiilasyonlarinda Ki

enflamatuar bozukluk yelpazesi ile iliskilidir ***.

2.8. MVK Geni

2.8.1. MVK geni tanim ve lokasyonu

MVK geni tarafindan kodlanan Mevalonate kinase, kolesterol biyosentezindeki ilk
asamayi katalizler. Mevalonate kinase (MVK) 5” UTR bolgesi farkli olan ve iki farkli
transkripti bulunan bir proteindir. KIME HUMAN, LH reseptor mRNA-binding
protein, LRBP, Mevalonate kinase 1, MK ve MVLK isimleride bilinmektedir **. MVK
geni kromozomda 12g24.11 lokasyonunda bulunur (Sekil 2.6.) ve 11 kodlama yapan
ekzon ile 10 kodlama yapmayan intron igeren 21 kb’lik bir gen bélgesidir °. 1,188 bp’
lik acik okuma cercevesi 42,450 Da’ lik, 396 aa’lik polipeptid kodlar. Tahmin edilen
protein sekansinin galaktokinaza benzedigi gosterilmistir 1% Ekzon 1 5°UTR bolgesini,
ekzon 2 ATG baslangi¢ kodunu ve ekzon 11 stop (durdurma) kodunu ve tiim 3’UTR

bolgesini icerir. MVK ¢ok sayida hiicresel siireclerde dnemli fonksiyonlara sahiptir ve
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Mevalonate yolagi i¢in kritik nem tagir. MVK’ nin enzimatik aktivitesi i¢in ¢ok 6nemli
olan dort korunmus fonksiyonel bolge ve dort aminoasit (K13, E19, E193 ve D204)
icerir *. MVK 5'- translasyonu yapilmamis bolge (UTR) farkli olan iki MVK transkript
tarafindan kodlanan bir proteindir (Tablo 2.6.). Zhang ve arkadaslar1 insan derisindeki
epidermal hiicrelerde dahil, bir ¢ok dokuda genis bir sekilde eksprese oldugunu
belirtmistir. Zhang ve ark. (2012), keratinositler igerisinde MVK geninin asiri
ekspresyonunun, Spinoz tabakanin ve graniiler tabaka proteinlerinin involukrini
keratinosit ayirt edici markor keratin 1’in artan ekspresyonu ile baglantili oldugunu
bulmuslardir. Bazal tabakada keratin 5 ifadesi {lizerinde higbir etkisi yoktur. MVK
geninin sentezlenmesi, UV aracili apoptosisden keratinositleri korumaktadir °. Hamster
ve insan somatik hiicre melezleri ile yapilan daha Onceki ¢alismalarda MVK’nin

kromozom 12’ de bulundugu ortaya ¢ikarilmistir 187

Sekil 2.8. Insan MVK genin kromozom iizerindeki yeri
(https://ghr.nIm.nih.gov/gene/MVK#location)

Tablo 2.6. Insan MVK Gene Kesip Cikarilma varyantlari

isim Transkript ID Uzunluk(bp) Translasyon ID Uzunluk (aa)
MVK-201 | ENST00000539575 2747 ENSP00000443551 396
MVK-202 | ENST00000625889 2591 ENSP00000486846 344
MVK-001 | ENST00000228510 1956 ENSP00000228510 396
MVK-003 | ENST00000392727 1770 ENSP00000376487 344
MVK-203 | ENST00000629016 1591 ENSP00000486804 83
MVK-007 | ENST00000546277 886 ENSP00000438153 200
MVK-006 | ENST00000539335 834 ENSP00000440379 170
MVK-009 | ENST00000539696 608 ENSP00000439134 115
MVK-004 | ENST00000447878 1644 ENSP00000415555 83
MVK-002 | ENST00000537237 1296 ENSP00000445382 117
MVK-012 | ENST00000545774 702 ENSP00000443978 83
MVK-010 | ENST00000535044 548 - Protein yok
MVK-005 | ENST00000540353 4109 - Protein yok
MVK-011 | ENST00000545516 522 - Protein yok

Veriler Ensemble databaseden alinmustir (http://www.ensembl.org/).
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539575
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539575
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000625889
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000625889
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000228510
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000228510
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000392727
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000392727
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000629016
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000629016
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000546277
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000546277
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539335
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539335
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539696
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000539696
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000447878
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000447878
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000537237
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000537237
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000545774
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000545774
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000535044
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000540353
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000110921;r=12:109573255-109598117;t=ENST00000545516

2.8.2. MVK geni islevi

MVK geni mevalonat kinaz enzimini kodlar ki bu enzim steroid sentezinde énemli bir
rol oynamaktadir. Mevalonat kinaz enzimi, mevalonat asidin mevolanat-5-fosfata
doniistimiinti katalize eder. Bu doniisiim kolestrol yolaginin ikinci adimidir, bundan
sonra kolestrol steroid hormonlar ve safra asitlerine doniistiirtiliir. Mevalonat kinaz, ayni
zamanda, hiicre biiylimesi, hiicre olgunlagsmasi (farklilagsma), hiicrenin yapisal (hiicre
iskeleti) olusumu, gen aktivitesi (sentezleme), protein iiretimi ve modifikasyonu gibi
bazi hiicre fonksiyonlari i¢in gerekli olan diger maddelerin iiretilmesine i¢in yardimci
olur. Bu gendeki mutasyonlar hem hiper 1gD sendromu (HIDS), hem de daha ciddi
mevalonik asidiiriden (MVA) sorumludur '*’. Genom baglanti analiziyle (GWAS)
MVK (miirin mevalonat kinaz), MMAB [metilmalonik asidiiriya (kobalamin eksikligi)
cbIB tipi] ve KCTD10 (potasyum kanal tetramerizasyon 10 igeren bolgesi) gibi genleri
iceren genler, kromozomun 12924.11 bolgesi tanimlanmistir ve biitiin bu genler HDL-

kolestrol konsantrasyonundan etkilenirler

Lipit konsentrasyonundan etkilenen
bolgenin 6nemi diger baglantili ¢alismalarla da rapor edilmistir 109171 Ozel olarak, 2
komsu gen olan MVK ve MMAB, HDL metabolizmasi ile iligkili metabolik yoluna
katilabilir 2. MVK geni tarafindan kodlanan Mevalonat kinaz, kolesterol
biyosentezinde ilk asamay1 katalizleyen enzimdir. insanda immiinoglobiilinler D ve A
konsantrasyonlarinin artis1 ve ates ile karakterize olan hiperimmiinoglobiilinemi
sendromu MVK mutasyonlarinin homozigotluguyla olusur. Yapilan bir ¢aligmada,
KCTD10, MVK ve MMAB genlerinin genetik varyasyonlarinin, diyet karbonhidrat
bagli plazma HDL kolesterol konsantrasyonlarini diizenledigine dair ilk kaniti 6ne

173 Otoenflamatuar sendromlar, sistemik inflamasyon yasam boyu

stirtilmiustiir
tekrarlayan ndbetleri ile karakterize hastaliklardir. Bunlardan biri otozomal resesif
kaliim gosteren, MVK eksikliginden kaynakli fenotiplerin olustugu HIDS hastaligidir
1 MVK genindeki mutasyonlarin neden oldugu MKA kolesterol ve sterol
izoprenoidlerin iretildigi isoprenoit yolaktaki MVK aktivitesinin azalmasi sonucu
olusur 17, Farnesil, geranil ve ubikinon olarak izoprenoidler, ¢esitli hiicresel siireglerde
rol alan 6nemli bilesiklerdendir. Su anda organizma igin tehlikeli boyutta olan ates
olusumunu engellemek icin bilinen bir tatmin edici tedavi yoktur, ancak IL-1
aktivitesinin bloke edilmesi ates ve enflamasyonu azaltabilir *"®. Yapilan calismalar
MVK geninin, hastalarda DSAP semptomlarina da yol agan gen oldugunu goéstermistir
>0 MVK hiicresel siireglerde 6nemli fonksiyonlarin c¢alismasi i¢in gerekli olan

mevalonat yolu i¢in kritik 6neme sahiptir 3,
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2.8.3. MVK geni mutasyonu

MVK gen igerisinde en az 80 mutasyonun, mevalonat kinaz eksikligine neden oldugu
tespit edilmistir. Iki tiir mevalonat kinaz eksiligi vardir, bunlar belirti ve bulgularm
siddetine gore ayirt edilirler. Daha az siddetli olana hiperimmiinglobulin D sendromu
(HIDS) ve daha siddetli olana ise mevalonik asidiiri (MVA) denir. Mevalonat kinaz
enziminde tek bir aminoasidin degismesiyle olusan mevalonat kinaz eksikligi
cogunlukla MVK genindeki mutasyon sebebiyle olusur. HIDS’ 1i kisilerin %80’ ninde
bir mutasyon sonucunda enzimin 337. Pozisyonundaki izolésin aminoasidinin yerini
valine aminoasidi almistir (Val33711e/V3371). V3371 mutasyonu MVA’ll kisilerde
higbir zaman bulunmamustir. Insanlarda MVK geninde homozigot mutasyon tasiyan
bireylerde ates ve artan konsantrasyondaki immiinoglobiilinler D ve A ile karakterize

olan HIDS sendromu goriiliir *"

. Kalitsal periyodik ates (HPF) sendromlarindaki
genlerin ¢alisildigi bir ¢aligmada, kromozomun 12q24 iizerinde bulunan MVK geni,
HIDS sendromunda da ¢alistlmistir Y7, HIDS diger HPF sendromlari gibi periyodik
inflamasyon ile karakterizedir fakat digerlerinden farkli olarak serumda yiiksek IgD
seviyesi gozlemlenir ve lenfadenopati, dokiintii, sindirim sistemi rahatsizliklar1 ve artrit

gibi bir dizi bulgusu vardir *"°.

HIDS; tekrarlayici ates ataklari, karin agrist ve artralji ile karakterize otozomal resesif
gecisli kalitsal bir hastalik olup mevalonat kinazi kodlayan MVK gen bdlgesinde
meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir. HIDS'in A alt grubu ise heniiz bilinmeyen
bir genden kaynaklanir. HIDS hastalifinda goézlenen periodik ates ve karin agrisi
epizodlarint FMF'deki ataklardan ayirt etmek genellikle miimkiin degildir. Bu nedenle,
hastalarin kolsigine yanitinin izlenmesi ve molekiiler genetik tani ydntemlerinin

kullanilmasi ile dogru taniya ulasilabilir ok

Dissemine Yiizeysel Aktinik Porokeratoz (DSAP), yasa bagiml gesitli penetrans ile
otozomal dominant kalitilan bir deri hastaligidir °. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar
MVK geninin, DSAP hastalarinin semptomlarina yol acan gen oldugunu gostermistir
56180 Ancak, nispeten nadir riski nedeniyle, su anda, DSAP’a neden olan MVK
mutasyonu hastalarda ¢ok sinirlidir. Yapilan bir ¢calismada, bir yillik stirede 4 aile ve 10
DSAP sporadik vakalar alinmistir. PCR ve direkt DNA sekanslama ile bir Cinli ailenin

MVK geninde yeni bir missense mutasyonun DSAP’a neden oldugu rapor edilmistir **.
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MVK genindeki mutasyonlar ayrica siddetli monogenik metabolik bozukluk mevalonik

asidiiriden sorumludur .

Birgok MVK genin mutasyonu sonucunda mevalonat kinaz enziminin etkinliginin
azalmasma yol agan kararsiz ve yanlis 3 boyutlu katlanmalar olusmaktadir. Enzim
eksikliginin siddeti durumun ciddiyetini belirler. Normal mevalonat kinaz aktivitesinin
yaklasik %1-20 arasindaki oranina sahip kisilerde HIDS gelisir. Genellikle %1’ inden
daha azina sahip olanlarda ise MVA gelisir. Mevalonat aktivitesindeki kisitlanmaya
ragmen, mevalonat kinaz eksikligi olan kisilerde kolestrol, steroid hormonlar ve safra
asitlerinin tretimi normal seviyededir. Enflamatuar reaksiyonlara neden olun bu tiir
ates, deri dokiintiileri, yiiksek bagisiklik sistemi proteinleri ve mevalonat kinaz

eksikliginin birgok diger ozellikleri gibi tam mekanizmasi agik degildir 183

2.8.4. MVK geni polimorfizmi

Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada MVK polimorfizminin Behget Hastaliginin sebebi
olabilecegi Onerilmistir 184 Bununla ilgili ilk yapilan ¢alismada ise; hastalikla MVK
geni arasinda bir baglantt bulunamamistir 185 Behget hastaligindaki MVK
polimorfizmlerinin etkisinin norolojik tutulumu olan hastalarda ek bir genetik yatkinlik
faktorii ile olabilecegi aciklanmistir 184 Ancak, bu sonuclarin daha fazla sayida
bireylerin yer aldigi, biiyiik popiilasyonlar’da ve farkli etnik gruplarda da onaylanmasi

gerekiyor.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gruplarin Calismaya Alinma Kriteleri

Calismaya Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon (FTR) poliklinigine basvuran, 1987 ACR tani kriterlerine
gore RA tanisi almis ve ¢alismaya dahil olma kriterlerini tasiyan 38 hasta ve FTR
polikiligine basvuran, bilinen tanili RA ve inflamatuvar herhangi bir hastalig1 olmayan
saglikli goniilliilerden olusan 12 kisilik kontrol grubu alindi. Hasta grubunu olusturan
olgular daha Once tani alip tedavisi diizenlenerek takip edilen veya yeni tan1 konmus
hastalar1 iceriyordu. Bilinen inflamatuvar ek hastaligi olanlar, malign hastalig1 olanlar
calismaya alimmamistir. Calismaya alinmadan Once hastalar ve saglikli goniilliiler
tetkikin igerigi, amaci ve uygulanisi konusunda bilgilendirilip yazili onaylari alindi.
Caligmaya dahil edilen kisilerde MVK ve NLRP12 gen expresyonu ile karsilastiriimak
icin cinsiyet, yas gibi demografik kriterlerle birlikte, RA’ 11 hastalarda bakilan serolojik
laboratuvar tetkikleri (yalnizca hasta grubunda) yapildi. Hasta ve kontrol gruplarindaki
bireylerin venéz damarlarindan 2 cc kan EDTA’ 1 tiipe alinmistir. Bu kan 6rneklerinden

RNA izolasyonu yapilmistir.

Hasta grubunun demografik, klinik ve laboratuar parametreleri hasta bilgi formlarina
kaydedildi; caligmaya katilmayr kabul eden hastalara aydinlatilmis onam formu

imzalatildi.
Hasta grubunda;

e ACR tani kriterlerine gore RA hastasi olmasi
e 20-80 yaslar1 arasinda olmasi

e (Calismaya katilmak i¢in onay vermesi
Kontrol grubunda;

e 20-80 yaslar1 arasinda olmasi

e Calismaya katilmak i¢in onay vermesi.

e Kendisinde veya ailesinde herhangi bir inflamatuar artriti (RA, Ankilozan
spondilit, Ulseratif kolit, Crohn hastaligi, Reaktif artrit, Gut, FMF vb.) olmamasi

e Kendisinde veya ailesinde kollojen doku hastaligi (SLE, Skleroderma, Sjogren

hast vb.) veya vaskiilit (Behget, vs.) olmamasi
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e Kendisinde veya ailesinde el osteoartriti veya kendisinde osteoartrit olmamasi
e Kendisinde bilinen malignite olmamasi
e Kendisi veya ailesinde kaltsal kas iskelet sistem hastalig: (O. imperfecta, Marfan

Sendromu, Ehlers- Danlos Sendromu, Kondrodisplazi vb.) olmamasi

Hastalarin hastalik siiresi, tan1 zamani, hastaligin baslangi¢ yasi, sikayetin basladigi
eklemler ve aldiklar1 tedaviler kaydedildi. Hastalik siiresi 1 yildan kisa olan hastalar
erken RA tanili hastalar olarak degerlendirildi.

3.2. Demografik ve Klinik Degerlendirme

Hastalarin demografik ve klinik 6zelliklerinden yasi, cinsiyeti, ailede romatizmal
hastalik Oykiisii, hastalik siliresi (ay), sabah tutuklugunun siiresi (dakika) ve
kullandiklar1 ilaglar sorgulandi. Tedavi seklini sorgularken hastalarin ilag kullanimi
sorguland1 ve daha dnceden ila¢ tedavisine baslayanlarin ne kadar siiredir hangi ilaci
kullaniklar1 ve bu ilaglar1 baska bir ilagla birlikte kullanip kullanmadiklart sorguland.
Hastalarin agri, yorgunluk gibi genel durumunun degerlendirilmesi igin gorsel agri
skoru (GAS), fonksiyonel-oziirlilik durumunu degerlendirmek igin HAQ skoru
kullanild.

3.2.1. Gorsel agr1 skoru (GAS)

Hastalarin agr1 diizeyleri GAS ile degerlendirildi. 10 cm’ lik standart GAS’ ta “0” hig
agr1 olmamasina, “10” ise en siddetli agriya karsilik gelmektedir. Hastalarin bu skala
tizerinde agr diizeylerini isaretlemeleri istendi. Ayrica GAS kullanilarak ‘“hastanin
kendini genel olarak degerlendirimi”, “genel saglik degerlendirimi” ve

“hastalik/yorgunluk degerlendirimi” yapildi.

3.2.2. HAQ (Saghk degerlendirme anketi)

Hastalarin fonksiyonel durumlart HAQ ile sorgulandi. HAQ, RA’ da fonksiyonel
engelin degerlendirilmesinde 6nemli bir 6l¢im metodudur. HAQ kisinin kendi
kendine uygulayabilecegi, klinik gozlemlerle uyumlu, givenilir ve gegerli bir
sorgulamadir **®. HAQ indeksinde giinliik yasam aktiviteleri ile ilgili sekiz alan ve her
alan 2-3 soru igermek iizere toplam 20 soru vardir. Bu alanlar; giyinme ve kendine
bakim, kalkma, yemek yeme, ylirlime, hijyen, erisme, kavrama ve normal giinliik
aktivitelerdir. Ankette son 1 hafta igindeki gilinlik yasam aktivitelerini yaparken

zorlanma dereceleri sorgulanir. Zorlanma derecesine gore her kategoriye 0-3 arasinda
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puan verilir. Zorlanmadan yapabiliyorsa 0, biraz zorlaniyorsa 1, daha fazla zorlanarak
veya yardim alarak yapabiliyorsa 2, hi¢ yapamiyorsa 3 puan verilir. Her alt grubun
toplam puani 8’ e boliinerek HAQ skoru elde edilir. HAQ skoru 0-3 arasinda bir deger
olarak hesaplanir %%’ (Bkz. Ek 1).

3.3. Laboratuvar Degerlendirme

Laboratuvar degerlendirme de hastalarin ve kontrollerin yaklagik 8-12 saatlik aglik
sonrasi1 vendz kan ornekleri 2 cc mor kapaklit EDTA’ 11 tiiplere alind1. TSH, Hemogram,
ESH, CRP, CK, RF, LDH, iire, iirik asit, kreatinin gibi rutin bakilan testler bakildi.
Olgularin MVK ve NLRP12 genlerinin ekspresyon diizeyleri i¢in alman tam kan
orneklerinden aym giin RNA izolasyon islemi yapildi. izole edilen RNA 6rneklerinden
kit kullanilarak ¢cDNA’ lar elde edildi. Kullandigimiz primerler MVK ve NLRP12
mRNA’ larina spesifiktir ve ¢ogaltilan bolgeyi goriinlir hale getirmek i¢in TagMan

probu kullanilmastir.

3.3.1. Materyal

RNA izolasyonu icin gerekli kan drnekleri Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Fizik Tedavi Ve Rehabilitasyon (FTR) Anabilim Dal
polikliniginden saglandi. Kandan RNA izolasyonu i¢in PureLink® RNA Mini Kit,
cDNA sentezi i¢in High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Real-Time PCR da
kullanilmak tizere TagMan® Gene Expression Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., USA
firmasindan temin edildi. RT-PCR reaksiyonlar1 Applied Biosystems 7500 Fast Real-
Time PCR cihazinda gergeklestirildi. Diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup
degisik kaynaklardan saglanmistir.

3.3.2. Method

PCR: PCR (Polymerase chain reaction) ya da polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler
biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitce in vitro olarak hedef niikleik asit dizisinin
uygun kosullarda, 6zel cihazlarla (thermocycler) ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. Bu
yontem; 1980’lerde Kaliforniya da Dr. Kary Banks Mullis tarafindan kesfedilmistir
[188]. Bu yontemde g¢ogaltilmasi (replikasyon) istenen DNA/RNA, replikasyon igin
gereken maddelerle birlikte bir tiipe konularak, ii¢ degisik 1sida bir dongi (siklus)
igcerisinde tutulur. Bu sikluslarn belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Ortama konmus
ve uygun sentez sicakligi 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq) polimerazi (ya da

1stya dayanikli baska polimerazlar) bu 1sida hedef DNA’ ya yapismis primerlerin 3’
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ucundan baglayarak istenen DNA bolgesinin sentezini yapar. Tekrarlaniglarin sonunda
milyonlarca kopyalik ¢ok yiliksek yogunluga ulasan hedef DNA molekiiliiniin PCR

sonrasi agaroz jel elektroforezi gibi yontemle gosterilebilir.

PCR dongiisii;

DNA’nmn iki zincirinin yiiksek 1s1yla (94-95 °C) birbirinden ayrilmas: (denatiirasyon)
Primerlerin hedef DNA'ya baglanmasi (50-70 °C) (annealing)

Sentez ya da zincirin uzamasi asamasi (72-74 °C) (polimerizasyon) seklindedir (Sekil
3.1)).

Bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve her 6zgiil DNA parcast ¢ogaltilarak iki katina
c¢ikarilmis olur. Yeni sentezlenen DNA da bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve
bu DNA pargalar1 geometrik olarak artar. Teoride 6zgilil DNA parcasi; siklus sayist (n)
ve baslangigtaki hedef sayisina (t) bagl olarak yaklasik tx2" olur.

100 DNA denatiirasyonu
801 /\D%Emam
O 70 g
o ”W‘\
60’ NV\
50
40 N\/\
30 /\m
20"”.\/\/\
101+
0 t $ t $ $ $ $ $ $
Zaman 0 1 2 3 4

Sekil 3.1. PCR sicaklik dongiisti (https://www.mun.ca/biology/scarr/PCR_simplified.html)

Bu ii¢ basamakli dongiiniin en verimli sekilde gerceklesmesi icin Oncesinde 6n
denemeler ile optimizasyonu ve standardizasyonu yapilmalidir. Yontemin temeli,
cogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamlayict bir
cift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer

ile siirlandirilan bolgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.
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PCR igin:
1. DNA/RNA 0rnegi,
2. Bir ¢ift sentetik primer,
3. dNTP'ler (A, T,C,G),
4. DNA-Polimeraz enzimi,
5. Uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg+2) saglayan tampon karisim1 gereklidir.

mRNA Kkantitasyonun onemi: Hayatta kalma, biiyiime ve farklilasma ile ilgili olan
hiicresel kararlar, gen ekspresyonu ve transkripsiyon seviyelerindeki (degisik durumlari)
degisimleri yansitir ki; gen ekspresyonu ve transkripsiyon seviyesinin belirlenmesi gen
fonksiyonu ile ilgili olan galismalarda her zaman temel olustururlar **°. Son zamanlarda
molekiiler tiptaki gereksinimler, klinik tanilarda RNA seviyelerinin kantitatif olarak

Olciilebildigi tekniklerin kullanimlarini arttirmistir. Bu tiir uygulamalarin  timor
190

hiicrelerinde ilag markirlarmin ekspresyonu ve regiilasyonun belirlenmesi

kemoterapiye olan cevabin izlenmesi %, teropétikleri sifreleyen  genlerin

transkripsiyonunun ve biyodagilimimin élgiilmesi %

, timor asamasinin molekiiler
olarak degerlendirilmesi '*, kanser hastalarinda tiimér hiicrelerinin sirkiilasyonunun
belirlenmesi **, bakteriyel ve viral patojenlerin saptanmasi gibi oldukea genis kullanim
alanlar1 vardir. Transkripsiyonun kantitikasyonu i¢in 4 temel metod vardir.

1-Northern Blotting

2-In Situ Hibridizasyon

3-RNAase Protection Assay

4-RT-PCR

5-cDNA array

Northern analizi; sadece mRNA’nin biiyiikliigii (boyutu), alternatif splicing ve RNA
orneklerinin biitiinliigii hakkinda bilgi verebilen yontemdir. RNAase protection Assay;
transkriptin baglama ve sonlanma bdlgelerinin ekzon-intron sinirlarinin haritalanmast,
benzer biiyiikliige sahip olan ve bu nedenle northern blot yonteminde ayn1 bolgelere gog
edecek olan mRNA Orneklerinin ayrimimin yapilmast i¢in kullanilan en faydali
yontemdir. In Situ Hibridizasyon; biitiin yontemlerin i¢inde en kompleks olanidir fakat
doku i¢indeki spesifik hiicrelerde transkriptin lokalizasyonunun belirlenmesine olanak

saglayan tek yontemdir. cDNA array yontemi pahali olmasi nedeniyle kullanimlari hala
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sinirhidir. Bu dort yontemin temel kisitlamasi ise bunlarin nispeten diisiik duyarliliga

sahip olmamalaridir.

Real-Time PCR (RT-PRC): Belirli bir RNA dizisinin in vitro kosullarda, enzimatik
olarak amplifikasyonuna dayanan ve ayni deneyde ¢ok kiiclik drnek miktarlariyla bir
hiicredeki farkli 6rneklerin analizini tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan ¢ok yakin
bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metoddur % Gen anlatimmnin analizini
degistiren bu metod ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR
¢ogaltimini1 gorlinlir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir
cogaltma yontemidir. Bircok isimlendirilme yapilan bu teknoloji yabanci yayinlarda
“kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi amlmaktadir **3. Bu
yontem diistik duyarli, olduk¢a esnek ve en kullaniglt kantifikasyon yontemidir ve farkl
ormek populasyonlarinda mRNA seviyelerinin karsilastirilmasi, mRNA ekspresyon
orneklerinin karakterize edilmesi, birbirleri ile benzer olan mRNA’larin ayrimlarinin

yapilmasi ve RNA yapisinin analizinde kullanilabilir.

RT-PCR ayrica, zaman alan, teknik olarak i giicii gerektiren yontemlerde maksimum
duyarlilik {izerine odaklandirilmasi daha kompleks prosediirlerin gelistirilmesinde
olanak saglamistir. Semi nested, nested ve 3 asamali nested RT PCR teknikleri
duyarhilign arttirmiglardir fakat reaksiyonun spesifitesini tehlikeye sokmaktadir. Bu
yontemler, kontaminasyon ve yanlis pozitif sonuglarin elde edilmesi olasiligin
artirdiklar1 gibi gercek, uygun olmayan, diisiik seviyedeki transkripsiyonun ayirt

edilmesine imkan vermemektedirler *°°.

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’ nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme ve mRNA’ nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme (Quantitative Gen
ekspresyonu calismalart (qQPCR)) en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir. Bu
amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme,
DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin
tespiti gibi ¢alismalarda da kullanim alanlar1 mevcuttur 197, Bugilin bir¢ok arastirma ve
tan1 laboratuarlarinda kullanilan real-time PCR cihazlari mevcuttur. Bu cihazlar
birbirlerinden reaksiyon sayis1 kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki

farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar; “Stratagene M
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x 3000p, M x 3005p ve M x 4000, “Applied Biosystems 7300,7500 ve 7500 Fast”,

“Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor- Gene”, “LightCycler” en fazla kullanilanlardir %,

RNA, PCR igin bir kalip gbrevi gérmez bu nedenle RT-PCR denemelerinde birinci
asama RNA kalibinin reverse transkripsiyon ile ¢cDNA’ya donistiiriilmesidir. Daha
sonra bu cDNA, PCR ile amplifiye edilir. Bu yontemde genellikle RNA ve DNA
bagimli DNA polimerazlar kullanilir, reaksiyonlar ayr1 ayr1 (2 enzim/2 tiip) veya tek (2
enzim/1 tlip) olacak sekilde hazirlanabilir. RT ve PCR asamalarinin ayr1 olarak
yapilmasi elde edilen kararli cDNA’ nin uzun siire saklanabilmesi bakimindan avantaj
saglar. Alternatif olarak, hem RNA hem de DNA bagimli DNA polimeraz gibi
fonksiyon gosterebilen tek bir polimeraz kullanilarak “1 enzim/1 tiip” seklinde
reaksiyon gergeklestirilebilir ve bdylece zaman problemi ve kontaminasyon riski

minimalize edilebilir *%.

Tagman prob: TagMan prob yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual labeled
prob” veya “5’ nuclease prob” olarak da adlandirilmaktadir. TagMan prob ydntemi
cogaltilmak istenilen DNA’ ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli
bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5’ ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-
FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6- karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) yer alir. 3’
uctaki baskilayict TAMRA boyast 5° ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini
engellemektedir. Cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi lizerinde primerler
baglanma bolgeleri arasinda “TagMan” problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin
ardindan yeni zincir olusmaya baslar. Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq
DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesi ile FAM’ 1 probdan ayirir. Serbest hale
gecen FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide
iiriin ogalimi arttik¢a floresanda ona bagli olarak artmaya devam eder % (Sekil 3.2.).
TagMan prob yonteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de
ulagilabildiginden aragtiricilar i¢in avantaj saglar. Bu yontem standart bir protokolil ve
kolay bir tasarim1 ve cok az bir optimizasyonla gerceklestigi icin hem allelik

diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir *°.
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1. Assay bilesenleri ve kalip DNA
AGB
2 Probe /" -
= Reverse Primer
Forward Primer T ™
P
g DNA
I [ ‘ L,
3
| ; I , P Legend
2. Kalip DNA' nin denatirasyonu ve assay 5 3 9
bilesikleriyle uzama
——
Probe /h\"?’ Reverse Primer G ramm
.Y ¢ ol s
e’ Quencher
Forward Primer % AN
L A L MGB Minor Groove
; . Binder
3 5
AmpliTag Gold
3. Polimerizasyon ve sinyal tretimi § #
“Reverse Primer Probe
a8
Probe / 3
o> & : Q === Primer
Forward Primer Loy Gics = Kalip
a " ~ "¢
| [ |1 ff T M r0eas Uzayan primer
5

Sekil 3.2. Tagman Probu %

Real-Time PCR i¢in gerekli donamim: RT-PCR’ i ger¢eklestirilmesi ve sonrasindaki
analizler i¢in su araglara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bunlar, veri eldesi ve analizi i¢in
yazilim (software), floresans eksitasyon ve emisyon koleksiyonu i¢in optik bir
bilgisayar ve termal dongliyli saglayan bir donanim (Thermal cycler) olarak
Ozetlenebilir. Cesitli firmalardan temin edilen bu makineler birbirinden farklidirlar.
Ornegin; bazi firmalarin cihazlari 96 platelik standart formatinda iken, bazilarinda daha
az Ornek igeren plateler bulunur ya da cam kapiller tiiplere gereksinim duymaktadirlar.
Ayrica bazilan lazer kullanirken bazilarida ayarlanabilen filtreli genis spektrum 11k

kaynagi kullanmaktadirlar 200,

Simdilerde real time quantitative polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) gen
ekspresyonundaki degisimi degerlendirebilmek i¢in standart bir metod olarak
kullanilmaktadir **°. Bununla birlikte real time gPCR’ 1n duyarlilig1 sebebiyle deney
sirasinda olusabilecek kiiciik hatalardan kolayca etkilenmektedir 198 Farkli RNA
izolasyon verimlilikleri, farkli reverse transcriptase (RT) ve PCR enzim verimlilikleri ve
baslangic materyalinin miktar1 ve kalitesi dolayisiyla deneysel farkliliklar olusabilir **,
Bu deneysel farkliliklarda potansiyel olarak dogru olan biyolojik ¢esitliligin tam
anlamiyla dogru hesaplanip hesaplanmadigini maskeler ve bu degisiklikleri ortadan

kaldirmak i¢in bir takim stratejiler diigiiniilmiistiir bunlarin igerisinde toplam RNA’ ya
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karsilik genomik DNA ile normalizizasyon ya da belirli bir RNA molekiili ile
birlestirilmesidir *®. ikinci yontem 6zellikle dikkate deger bir yontem olmasina ragmen
genellikle kantitatik RT-CR normalizasyonu igin kabul edilmis olan metod endojen
kontrol genlerinin kullanilmasini igerir 198 Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aym
bireyden farkli donemlerde alinan orneklerle yapilan caligmalarda, ilgilenilen genin
ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in dokularda ekspresyonu degismedigi
varsayilan bir bagka gen {liriinli mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Referans
genler ya da housekeeping genler olarak da bilinen bu kontrol genleri biitiin doku ve
hiicre tiplerinde sabit bir sekilde eksprese olan ve deneysel prosesler ile de ekspresyonu
degismeyen genler olmalidir. Ilgilenilen genin ekspresyon diizeyi, referans gen olarak
kullanilan housekeeping genin ekspresyon diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla
amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi 6rnekler
aras1 baglangi¢ farkliliklarini, deneysel hatalari normalize etmektir. Referans genler
hedef genler ile ayn1 deneye tabi olduklarinda deneysel farliliklardan kaynaklanan

hatalar1 sinirlandirabilirler %

. Hatali sonuglar dogurabilir olmasina ragmen iyi bir
referans genin se¢imi ¢ok dnemlidir. Buna ragmen bir¢ok c¢alismada hala uygunlugunun
belirlenmesi olmadan gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve actin, beta

201 " Caligmalarda kullanilacak

(ACTB) gibi geleneksel genleri kullanilmaktadir
housekeeping genin ekspresyon diizeyi, ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa,
hedef genin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in o kadar gilivenilir bir referans
olacaktir. Deney i¢in kullandigimiz endojen kontroliimiiz housekeeping genlerden
Gliseraldehit-3-fosfat  dehidrojenaz  (GAPDH)’ dir. GAPDH, glikolizin ara
basamaklarinda gliseraldehit-3-fosfattan iki molekiil 1,3-bisfosfogliserat olusumunu

katalizleyen NAD bagimli bir dehidrojenazdir 201

3.3.2.1. Kandan mRNA izolasyonu

Toplam RNA PureLink RNA Mini Kit (Life Technology, California, USA) ile izole
edilmistir. PureLink® RNA Mini Kit izolasyon kitinde Onerilen islem adimlar
asagidaki siraya gore uygulandi.
1. Buz iizerine konulan 1,5 ml’ lik santrifiij tiibline alinan 0,2 ml tam kan 6rnegi
tizerine 0,2 ml 2-Mercaptoethanol ile hazirlanan Lysis Buffer Tamponu eklendi.

(Iml’sine 10ul 2-Mercaptoethanol eklenerek hazirlanan )
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kan hiicrelerini pargalayip lizize ugratmak igin vortexlendi ve sonrasinda +4°C
sicakliga ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de 2 dakika (dk)
santrifiijlendi ve eritrosit lizizi saglandu.

Supernetant kisim temiz 1,5 ml’ lik RNase/DNase icermeyen santrifiij tiiplerine
alindi.

Supernetantin {izerine 0,2 ml %100 etanol eklenip pipetaj, alt-list ve vortex
yapilarak ¢okeltileri gériinmez hale gelene kadar karismasi saglandi.

Olusan ¢ozelti, i¢erisinde herhangi bir ¢okelti kalmadiginda altinda toplama tiipti
bulunan Spin Cartridge tiiplerine aktarildi.

+4°C sicaklia ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de 15 saniye (sn)
santrifiijlendi ve alta akmis olan s1v1 kisim uzaklastirildi.

Spin Cartridge tlizerine 0,7 ml Wash Buffer I eklendi.

+4°C sicakliga ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de 15 sn
santrifiijlendi ve toplama tiipliyle beraber alttaki s1v1 kisim uzaklastirildi.

Spin Cartridge’larin altina yeni toplama tiiplerinden konulup {izerlerine 0,5 ml
etanol ile kullanima hazir hale gelmis Wash Buffer II eklendi.

+4°C sicakliga ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de 15 sn
santrifiijlendi ve alta akmis olan sivi kisim uzaklastirilip Spin cartridge ayni
toplama tiipiiniin iizerine konuldu.

9. ve 10. adimlar birer kere daha tekrar edildi.

+4°C sicakliga ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de 1 dk
santrifiijlenerek RNA baglanmis olan membran yiizeyi kurutulmus oldu.

Toplama tlipi alinarak yerine son olarak igerisinde RNAlarin bulunacagi yeni
steril 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tlipleri yerlestirerek tizerlerine 0,1 ml RNase
icermeyen su Spin Cartridge’ in tam merkezine gelecek sekilde konuldu.

Buz tizerinde 1 dk inkiibe edildikten sonra altina yeni tiip yerlestirilmis olan Spin
Cartridge’ leri +4°C sicakliga ayarlanmis olan sogutmali santrifiij ile 12000x g de
2 dk santrifiijlendi.

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometre cihazi kullamlarak
belirlendi ve izolasyonun hemen ardindan cDNA sentezi gergeklestirildi.

RNA’nm geriye kalan kismi1 -80°C” de saklandh.
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3.3.2.2. cDNA sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon kiti, izole edilen RNA’dan cDNA
sentezinde kullanildi. 2 pg RNA High-Capacity cDNA Reverse Transkriptaz Kiti ile,
BioRad Thermal Cycle cihaziyla cDNA’ ya ¢evrildi. High Capacity cDNA Reverse
Transkripsiyon kitinde belirtilen reaksiyon karisimi hazirlandi (Tablo 6). Biitiin

caligmalar buz tlizerinde yapildu.

Tablo 3.1. cDNA Reaksiyonun ilk basamagi i¢in master mix bilesenleri.

Bilesenler Miktar
10X RT Buffer 2ul
25X dNTP Mix 0,8 ul
10X RT Random Primerler 2 ul
MultiScribe™Reverse Trancriptase 1 pl
Nuclease icermeyen H,0O 4,2 ul
Toplam 10 pl

Tablo 3.1’ e gore hazirlanan karigimda her 10 pl” lik RNA 6rnegi i¢in 10 pl RT master
mix gerekmektedir. Toplamda bir reaksiyon igin gerekli hacim 20 ul’ dir. Gerekli olan
PCR asamalar1 Tablo 3.2° de verilmistir.
Reaksiyon agamalari;
1. 0,2 ml’ lik RNase-DNAse icermeyen steril pcr tiiplerinin her birine 10 pul RT
master mix eklendi.
2. 10 pl RT master mix iizerine 10 pl RNA 6rnegi eklenip homojen karigmasi igin
pipetaj yapildi.
3. Baloncuk ve tiiplerin i¢ duvarlarinda damlacik seklinde kalan karigimlari
onlemek i¢in tiipler vortexte hafif¢e calkalandi ve spin santrifiij edildi.

4. PCR cihazinin igerisine yerlestirildi.

Tablo 3.2. High Capacity cDNA Reverse Trancription reaksiyonu igin gerekli termal
siklus agamalari.

1.Asama 2.Asama 3.Asama 4.Asama

Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Siire 10 dk 120dk  5dk ©
Dongii Sayis1 1 1 1 1
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3.3.2.3. Real-Time PCR ile genlerin ekspresyonlarinin saptanmasi

Real-Time PCR, RA’ It hasta grubu ve saglikli kontrol olarak ifade edilen gruplar
arasindaki hedef genlerin (MVK, NLRP12) mRNA miktarindaki degisimi gézlemek
icin gerceklestirildi. Real-Time PCR reaksiyonu i¢in Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA firmasindan temin edilen TagMan® Gene Expression Kit kullanildi ve
reaksiyonlar Applied Biosystems 7500 Fast sequence detector (PE Applied Bio-
systems, Foster City, CA) Real-Time PCR cihazinda gergeklestirildi. cDNA’ lar 100 ng
Olciiye gelecek sekilde seyreltilme yapildiktan sonra cihaza reaksiyon karigimi
hazirlanip yerlestirildi. PCR reaksiyonu sirasinda amplifikasyon islemi gergeklestikce
TagMan probdan salinarak serbest kalan TAMRA-FAM boyasinin verdigi floresans
Real-Time PCR cihazi tarafindan kaydedilerek her 6rnegin baslangi¢ konsantrasyonuna
gore vermis oldugu Ct degerleri yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.
Amplifikasyon Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System cihazinin

bilgisayarindan ¢evrimigi olarak da izlendi.

Biitlin primerler Applied Biosystem’ in primer ve prob dizayni i¢in olan Primer Press
3.0 yaziliminda dizayn edilmistir. Tiim primer ciftleri intron-ekson sinirlarin1 kapsar.
Real-time pcr da kullanilan MVK, NLRP12 ve GAPDH primer ve prob dizini Tablo
3.3’ te verilmigstir. Her seferinde sablon disinda negatif kontroller eklendi. GAPDH
internal kontrol olarak kullanildi. PCR bitis adimi PCR {irlinlerinin 6zgiilligiini
dogrulayarak, ayrisma egrisi elde etmek i¢in yapilir. Karsilagtirmali yontem kat-

degisimi hesaplamak i¢in kullanildi.

Tablo 3.3. MVK, NLRP12 ve GAPDH primer ve prob dizini

Primer\Prob Dizi
MVK-Forward 5" TGCTCTTCTCATTGGCTTTCGCT 3’
MVK-Reverse 5> TTCTCCAGGTGGACCCCAGA 3’

NLRP12-Forward 5’CCAGAAACTGTGGCTGGATAGC 3’
NLRP12-Reverse 5 GCGTTGTTGGTCAGGTAAAGG 3’
GAPDH-Forward 5> ATTTGGCTACAGCAACAGGG 3’
GAPDH-Reverse 5> TCAAGGGGTCTACATGGCA 3’

71



Reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasinda Tablo 3.4’ ten yararlanildi. Ayn1t cDNA 6rnegi
icin Tablo 3.4° e gore ii¢ farkli reaksiyon karigimi hazirlandi. Birincisi ekspresyon
diizeyi incelenecek olan MVK geninin; ikincisi ekspresyon diizeyi incelenecek olan
NLRPI12 geninin ve igiinciisii ise reaksiyonda kontrol amagli olarak kullanilacak
GAPDH geninin Real-time PCR’da ¢ogaltilmasina iliskin reaksiyon karigimlarini
belirtmektedir. l.reaksiyon karisimi i¢in NLRP12 geni ekspresyon seti, Il. reaksiyon
karisimi icin MVK geni ekspresyon seti, 11l. Reaksiyon karisimi iginse, GAPDH geni
ekspresyon seti kullanildi. Her ti¢ karisimda hazir oldugunda her karigim ayr1 ayr1 10 pl
plate pipetlendi. Triplet seklinde ¢alisildi. Applied Biosystems 7500 Fast sequence
detector cihazina yerlestirildi. Asagidaki programa gore Real-Time PCR iglemi
gerceklestirildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.4. Real-Time PCR Reaksiyon Protokolii

Miktar
Bilesenler LKarisim II. Karistm  ITL.Karisim
20X TagMan® NLRPI2 Gene Expression Il i i
Assay
20X TagMan® MVK Gene Expression Assay - 1 ul -
20X TagMan® GAPDH Gene Expression i X 1l
Assay
2X TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl 10 pl 10 pl
cDNA (1 to 100 ng)§ 4 ul 4 ul 4 ul
DNase/RNase icermeyen water 5ul 5ul 5ul
Toplam 20 pl 20 ul 20 pl

Tablo 3.5. Real-Time PCR kosullar

Dongii Sayis1  Sicaklhik Siire  Asama

50 °C 2dk  On Inkiibasyon
95°C 10dk  Denatiirasyon
95 °C 15sn  Denatiirasyon
60 °C 1dk  Baglanma

4°C 0

1X

40X

PCR reaksiyon mix ve drneklerin yiiklenmesi
1. Her 0,2 ml’ lik PCR tiipiine 20 pL reaksiyon mix’inden trasfer edildi.
2. PCR tiipleri kisa siire i¢in spin down edildi.

3. Cihazin igerisine yerlestirildi.
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10 pg RNA oOrnegi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak cDNA’ya transkripsiyon yapildi. Daha 6nce
tamimlandig1r gibi NLRP12 ve MVK gelerinin ekspresyon seviyeleri quantitative real
time-polymerase chain reaction (QRT-PCR) metodu ile 6lgiildii. NLRP12 ve MVK
genlerinin eskpresyon seviyeleri GAPDH geninin ekspresyonu ile standartd hale
getirildi.

3.3.2.4. Real Time PCR analizi islemi ve ekspresyon analizi

Sonuclar Comperative Ct yontemi ile hesaplandi %

grubu 6rneklerinin ortalama Ct (threshold cycle) degerleri GAPDH, MVK ve NLRP12

. Bu yontemde 6nce hasta ve kontrol

icin ayr1 ayri1 hesaplandi. Daha sonra NLRP12 ve MVK ortalama degerlerinden
GAPDH ortalama degeri ¢ikarilarak ayri ayri hasta ve kontrol gruplarimin ACt (Delta
Ct) degerleri hesaplandi. Daha sonra kontrol grubu ACt degeri hasta grubu ACt
degerinden ¢ikarilarak ACt degeri bulundu. Bu deger 2" formiiliine uygulanarak
hasta grubunun MVK ve NLRP12 ekspresyonunun kontrol grubuna gore kag kez artmis
ya da azalmig oldugunu tespit etmek icin GAPDH gen ekspresyonu internal kontrol
olarak kullamldi %% Sonucta 244 degeriyle RQ (rolatif 6l¢iim) degeri hesaplanmis
oldu. mRNA diizeyleri endojen kontrollere gére normalize edilerek relatif ekspresyon

diizeyleri cihazin softwareden de elde edildi.

3.3.2.5. Istatistiksel analiz

Belli bir genin mRNA ekspresyon diizeylerinin belli bir hastalik tizerindeki degisiminin
incelendigi epidemolojik ¢aligmalarda hasta ve kontrollerin mRNA ekspresyon
analizlerinden elde edilen Real-Time pcr sonuglart hesaplanip, hastalik i¢in risk faktori
olarak degerlendirilen etkenler ile iligkisi biyoistatistik analizler ile incelenir.
Gilinlimiizde biyoistatistik analizler i¢in Windows tabanli programlardan Sosyal

Bilimlerde Istatistik Paketi (SPSS) kullanilir.

Biitiin veriler bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA)
istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Aragtirmanin tiim verileri ig¢in
oncelikle tanimlayici istatistikler uygulanmistir. Olgiimle belirlenen degiskenler icin
tanimlayict istatistikler; ortalama ve standart sapma seklinde verilmistir. Kullanilan
verilerin Oncelikle normal dagilima uygunluk testleri (Shapiro-Wilk testi) yapilmistir.

Yapilan testler sonucu verilerin normal dagilim gostermedigi (p<0,05) saptanmistir.
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Veriler normal dagilim gostermediginden dolay: istatistiksel analizde non-parametrik
testler yapilmasinin uygun olacagi belirlenmistir. Bunun i¢in ikili kiyaslamalarda Mann-
Whitney U Testi, ikiden fazla kiyaslamalarda Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. iki
grup arasindaki iliskinin arastirilmasi i¢in korelasyon testi yapilmistir. iki kategorik
(isimsel veya dereceli) degisken arasindaki iliskiyi incelemek i¢in Capraz tablo (Cross
Tab) analizi yapilmistir. Elde edilen 0.05ten kiigiik p degerleri anlamli kabul edilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilen degiskenler i¢in lojistik regresyon analizi yapilarak risk oranlari (Odds
Ratio-OR) ve bu degerlerin % 95 giiven araliklari (% 95 Confidence interval-Cl)
hesaplandi. Tiim testlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi (p degeri) 0,05 olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Yas ve cinsiyet agisindan RA’ 11 hastalarla saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark
yoktu (sirastyla, p = 0,505 ve p = 0,728). Ortalama hastalik siiresi 8,58 + 8,56 (1-33) yil
ve ortalama HAQ skoru 0,81 + 0,73 (0,1-2,4) olarak bulundu. CK agisindan hasta ve
saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0,05). CK hari¢ diger
laboratuvar bulgulari agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark bulunamadi (p>
0,05) (Tablo 4.1.).

Hastalardan 13’iinde (%34,2) RF pozitif bulundu. Hastalarin 6’ sinda (%15,7) teshis son
1 yil igerisinde, 19’ unda (%50) teshis 2-10 y1l i¢erisinde ve 13 (%34,3) hasta da ise 10-
30 yil igerisinde teshis konulmustur. Ortalama hastalik siiresi 8,58 +8,56 olarak
bulunmustur. Kan degerleri bakimindan 19 hastada ESH, 13 hastada RF, 14 hastada
CRP normal degerlerinden yiiksek bulunurken, 17 hastada kreatinin, 11 hastada tirik
asit, 28 hastada LDH normal degerlerinden daha disiik bulunmustur. Lokosit,
trombosit, AST ve ALT degerleri hem hastalar hem de kontroller igin normal

araliklarinda bulunmustur.

Tablo 4.1. Romatoid artritli hastalar ve saglikli kontrol grubunda demografik, klinik ve
laboratuar 6zellikleri

RA Grubu (N=38) Kontrol Grubu (N=12) P
Cinsiyet  Kadmn 25 (% 65,78) 9 (% 75) 0,728
Erkek 13 (% 34,22) 3 (% 25)
Yas (Yil) 53,97 £16,70 50,33 +15,18 0,505
(7-89) (26-66)
Hastalik Siiresi (Y1) 8,58 £8,56
(1-33)
Sabah Tutuklugu (dk) 55,65 +£76,04
(10-360)
GAS skoru (1-100mm) 45,60 £30,31
(10-100)
Sis Eklem Say1s1 (0-28) 4,78 +6,63
(0-28)
HAQ skoru (0-3) 0,81+0,73
(0,1-2,4)
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Tablo 4.1. devamu
TSH (ulu/mL) (0,27-4,2) 1,88 +1,48 1,47 1,22 0,136
(0,1-6,1) (0,6-4,0)
Sedimendasyon (mm/saat) 23 +16,18 12,14 £5,78 0,070
(0-20) (5-58) (5-23)
Lokosit Sayisi (WBC) 6,61 £1,68 50,33 £2,05 0,192
(1073/uL) (3-15) (3,7-10,8) (3,9-9,5)
Trombosit (PLT) (1073/uL) 240,18 +98,43 248,10 46,62 0,472
(50-400) (159-729) (160-308)
CK (mg/dL) (0-190) 105,86 167,88 140,71 +64,37 0,050
(38-1018) (66-247)
CRP (mg/dL) (0-0,5) 0,72 1,19 0,32 0,33 0,135
(0,1-3,4) (0,1-1,03)
AST (U/mL) (0-40) 19,83 +7,17 24,32 +6,46 0,129
(6,8-39,9) (16,2-35,2)
ALT (U/mL)(0-41) 15,49 £7,61 17,98 6,68 0,371
(3,2-35) (11,2-29,5)
ALP (U/L) (40-130) 77,36 +43,80 74,29 +31 0,631
(34-287) (17,3-128)
URE (mg/dL) (13-43) 11,93 +13,42 32,20 13,75 0,788
(15-64) (16,8-61,9)
KREATININ (mg/dL) (0,7-1,2) 0,71 0,21 0,78 +0,20 0,681
(0,3-1,4) (0,49-1,17)
RF (1U/mL) (0-30) 40,97 £62,42 7,81 42,15 0,198
(2,3-214) (5,2-11)
LDH (U/L) (240-480) 186,44 +43,89 - -
(154-382)
URIK ASIT (mg/dL) (3,4-7) 432 +1,64 4,73 +1,42 0,853
(2,5-8,8) (2,3-6,7)
NLRP12 RQ 8,151+8,923 1,34 £0,64 0,000
(0,80-32,58) (0,36-2,47)
MVK RQ 43,39 1,85 +0,91 0,001
(0,33-50,32) (0,59-2,95)

*P <0.05 (istatistiksel olarak anlamli sonug) Tablodaki degerler say1 (%), ortalamatstandart sapma
(minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir. RA = Romatoid artrit, GAS= Gorsel analog skala, , CRP =
C-reaktif protein, RF = Romatoid faktér, HAQ = Saglik degerlendirme anketi, RQ: relatif 6l¢iim
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NLRP12 ve MVK genlerinin eskpresyon diizeyleri ise kantitatif Real Time PCR
yonteminde RQ (rolatif Ol¢clim) degerleri goz Oniinde bulundurularak hesaplandi.
Saglikli kontrollerle karsilastirildiginda RA’ 11 hastalarda NLRP12 ve MVK ekspresyon
diizeyleri i¢in anlamli derecede bir fark bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,001) ancak
hastalik remisyon degerleri ve rutin laboratuvar degerleri agisindan korelasyon yoktu
(Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.). Hastalarda MVK ekspresyon seviyesi 4,39 kat ve . NLRP12

ekspresyon seviyesi 5,72 kat kontrollerden fazla bulunmustur.

Tablo 4.2. MVK ekspresyon diizeyi i¢in hasta ve kontrol grubunun karsilastiriimasi

Gruplar N Ortalama  Standart Z P
Sapma

Kontrol 12 -0,717 0,402 -3,476 0,001

Hasta 38 3,308 3,39

N:Bireyler, P <0.05 (istatistiksel olarak anlamli sonug), Non-Parametrik Mann Whitney-U Testi Sonuglari

Tablo 4.3. NLRP12 ekspresyon diizeyi igin hasta ve kontrol grubunun karsilastirilmasi

Gruplar N Ortalama  Standart 74 P
Sapma

Kontrol 12 1,424 0,707 -4,043 0,000

Hasta 38 8,151 8,923

N:Bireyler, P <0.05 (istatistiksel olarak anlamli sonug), Non-Parametrik Mann Whitney-U Testi Sonuglari

Hastalarda diger hastalik parametreleri ile hem NLRP12 hemde MVK ekspresyon
diizeyleri arasinda anlamli bir iligki yoktu. NLRP12 ve MVK gen ekspresyon diizeyleri
arasinda hasta grubu icin giiclii bir anlamh iligki varken (p=0,000), kontrol grubunda
anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,491). Ayrica MVK ve NLRPI12 ekspresyon
seviyeleri ile hastalarin hastalik stireleri, HAQ skoru arasinda anlamli bir ilski
bulunamamistir (p=0,903, p=0,271). Kontrol grubunda NLRP12 ekspresyonu ile
sedimentasyon degeri arasinda bir iliski bulunmustur ancak bu deger bizim igin

anlamsizdir (p=0,023) (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. Hasta ve kontrol gruplarinda NLRP12 ve MVK ekspresyonlarinin diger
degerlerle iligkisi

Hasta (N=38) Kontol (N=12)
Degisken NLRP12 MVK NLRP12 MVK

p R p R p R p R
Yas (Y1) 0,953 -0,010 0,960 -0,008 0,556 -0,189 0,644 -0,149
Hastalik Siiresi (Y1) 0,604 0,088 0,508 0,112 - - - -
Sabah Tutuklugu (dk) 0,947 0011 0,956 -0,009 - - - -

Gorsel Agn Siddeti (GAS

0,138 0,249 0,680 0,070 - - - -
skoru)(1-100)

Sis Eklem Sayis1 0,364 0,151 0,412 0,137 - - - -
HAQ skoru 0,271 0,183 0,903 0,021 - - - -
Hag: kullanim siiresi (ay) 0,832 0,038 0,688 0,073 - - - -
TSH (ulu/mL) (0,27-4,2) 0,925 -0,017 0878 -0,027 0,760 0,143 0,175 0,577
SEDIMENDASYON

0,560 0,200 0450 -0,130 0,023 0821 0129 0,631
(mm/saat)(0-20)

LOKOSIT SAYISI (10”3/uL)
0,147 0247 0809 -0,042 0687 0,146 0576 -0,202

(3-15)

TROMBOSIT(PLT) (10"3/uL)

(50-400) 0,250 0,97 0645 0,080 0,187 0455 0,894 0,049
CK (mg/dL) (0-190) 0,757 0,055 0429 0,140 0535 0,286 0878 -0,072
CRP (mg/dL) (0-0,5) 0,127 0,259 0,928 0,016 0497 -0,262 0,711 0,144
AST (U/mL) (0-40) 0,941 0,013 0604 0090 0308 0,383 0,232 0444
ALT (U/mL)(0-41) 0,886 0,025 0503 0115 0309 0,382 0,010 0,795
ALP (U/L) (40-130) 0,960 0,009 0292 -0,186 0531 0,262 0548 -0,252
URE (mg/dL) (13-43) 0,742 0,093 0,648 0,129 0433 -0,300 0,814 -0,092
KREATININ (mg/dL) (0,7-1,2) 0,486 -0,120 0943 -0,012 0213 -0,460 0,339 0,361
RF (IU/mL) (0-30) 0,672 -0075 0,769 -0,050 0,125 0,696 0,381 0,441
LDH (U/L) (240-480) 0,600 0,093 0,873 0,029 - - - -
URIK ASIT (mg/dL) (3,4-7) 0,177 -0,234 0,248 -0,201 0,499 -0,348 0,125 0,696
NLRP12 RQ - - 0,000 0,763 - - 0,491 0,221
MVK RQ 0,000 0,763 - - 0491 0,221 - -

*Spearmen Korelasyon Testi, P <0.05 (istatistiksel olarak anlamli sonug), R: Spearmen Korelasyon
Katsayisi

Real-time PCR reaksiyonlarinin dogruluk degeri (RZ) yaklasik olarak %99 civarindadir.
MVK, NLRP12 ve GAPDH ig¢in olusturulan multicomponent plot, application plot ve
ARn ile siklus sayisin1 gosteren grafikler sekil 4.1.” de gosterilmistir. mRNA diizeyleri
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endojen kontrollere gore normalize edilerek relatif ekspresyon diizeyleri elde edildi.
Esik degerleri (Theshold value); NLRPI12 igin 0,125564, MVK ig¢in 0,016371 ve
GAPDH igin 0,481718 olarak bulundu. Elde edilen verilerde en diisiik CT degerinin
GAPDH? in ve en yiiksek ise MVK’ nin oldugu gézlemlendi.

100

Rn

0,359217
0,252633
[T

01 +—
0 2 4 & & 10 12 1 1B 18 N0 2 2 B 2B N R KX B ¥ a0 L

A . Cycle

Amplification Plot

NLRP12 LU GAPOH

B.

Sekil 4.1. Real Time PCR cihazindan alinan sonuglar
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.1. Real Time PCR cihazindan alinan sonuglar (devami)

Mavi renkli MVK, yesil renk NLRP12 ve pembe renk GAPDH olarak gosterilmistir.(A) Floresans
boyanin hangi siklusta ayrilip 1sima yaptigini log Rn degerinden gosteriyor. Ayrica kirmizi renkli
yazilmis olan rakamlar hangi renk ¢izginin iizerindeyse onun esik degerini gosteriyor. Biz FAM boyasini
kullandik. (B) Her kuyudaki 6rnegin Ct degerini gosteriyor. (C) Biitiin o6rneklerin {i¢ gen i¢in hangi

siklusta floresans yaydigini ve yayilan floresans miktarini gosteriyor.

Bireyler bazinda bakildiginda MVK i¢in en yiiksek gen ekspresyon seviyesi 22. hastada
13,92 seklinde, en diisiik olarak 0,23 seklinde 1.kontrolde gézlemlenmistir. En yiiksek
NLRP12 mRNA diizeyi 8. Hastada 32,92 seklinde, en diisiik ise 0,29 ile 7. Kontrolde
gozlemlendi. Diger bir ifadeyle hasta bireylerde iki genin ekspresyon seviyeleri kontrole
gore ¢ok daha fazla oldugu bulundu. Belirtilen gruplar arasindaki NLRP12 mRNAnin
relatif ekspresyon diizeyini gosteren grafik sekil 4.2° de, MVK mRNAnin relatif
ekspresyon diizeyini gosteren grafik sekil 4.3 te verilmistir. Tiim bireyler bu iki genin
karsilastirilabilmesi igin relatif ekspresyon diizeyini gosteren grafik sekil 4.4° te

verilmistir.
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Sekil 4.2. NLRP12 geninin her hasta i¢in ekspresyonlariin gosterilmesi
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Sekil 4.3. MVK geninin her hasta i¢in ekspresyonlarinin gosterilmesi
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Sekil 4.4. Tiim bireyler i¢in iki genin ekspresyonunu gdsteren grafik.
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NLRPI12 geni i¢in ekspresyon miktar1 hasta grubunda 8,151 + 8,92 olarak, kontrol
grubunda 1,423 + 0,706 olarak bulunurken; MVK geni i¢in ekspresyon miktralari hasta
grubunda 3,316 + 3,40; kontrol grubunda 0,716 + 0,40 olarak bulunmustur. MVK’ nin
relatif ekspresyonu saglikli kontrollerle RA’l1 hastalar arasinda birbirleriyle kiyaslandi
ve hastalarinda saglikli kisilere kiyasla 4,39 kat, NLRP12’ nin mRNA ekspresyon
diizeyinin ise RA’li hastalarda saglikli kontroller goére 5,72 kat artmis oldugu
gbzlemlendi (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.).

NLRP12 Ekspresyon Miktari

8,151

1,423

e

HASTA EKSPRESYON ORTALAMASI KONTROL EKSPRESYON ORTALAMASI

S P N W O H» U1 O N O O
1

Sekil 4.5. Hasta ve kontrol grubunda NLRP12 ekspresyonunun karsilastirilmasi

MVK EKkspresyon Miktari

35 - 3,316

2,5

1,5 -
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e

HASTA EKSPRESYON ORTALAMASI KONTROL EKSPRESYON ORTALAMASI

0,5 -

Sekil 4.6. Hasta ve kontrol grubunda MVK ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Hastalarda biyolojik parametrelerden bazi verilerde anlamli sonug ¢ikmistir bunlar;

Yas; iire (r=0,585, p=0,022), kreatinin (p=0,000, r=0,606) ve iirik asit (r=0,619,
p=0,000) ile pozitif yonde koreledir.

Hastalik stiresi (yil) ile ilag kullanim siiresi (ay) (r=0,799, p=0,000) ve iire
(r=696, p=0,004) arasinda pozitif yonde giiglii bir iligki vardir. Hastalik siiresi
(y1l) arttikca, ALT’ nin azalidg (r=-0,338,p=0,047), LDH’ 1 arttig1 (r=0,384,
p=0,025) bulunmustur.

GAS skoru artarken, sabah tutuklugu (dk) (r=0,606, p=0,000) ve HAQ skorunun
(r=0,344, p=0,037) da arttigi, ALT (r=-0,0338, p=0,047) ‘nin ise azaldig
bulundu.

Ayrica sabah tutkunlugu (dk) artarken; sis eklem sayisi (r=0,461, p=0,004) ve
HAQ skorunun (r=0,391, p=0,015) da arttig1 gézlenmistir.

Sis eklem sayisinin HAQ skoru (r=0,404, P=0,012) ile pozitif, TSH (r=-0,342,
p=0,048) ile de negatif yonde korelasyon gosterdigi bulundu.

HAQ skoru ile kreatin (r=-0,386 p=0,020) arasinda negatif yonde bir iligki
vardir.

TSH ile 16kosit sayis1 (r=0,463, p=0,006) ve iire (r =-0,725,p=0,005) arasinda
anlaml bir iligki bulunmustur.

Sedimentasyon ile CRP (r=0,476, p=0,003) pozitif yonde korelasyon
gostermektedir.

Lokosit sayist artarken RF (r=0,374, p=0,030) degerinin de arttig1 goriilmiistiir.
Trombosit azalirken kreatinin (r=-0,381, p=0,022) artar.

CK ile AST (r=0,781, p=0,000), ALT (r=0,540, p=0,001), kreatinin
(r=0,511,p=0,002), ve LDH (r=0,629, p=0,000) arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur.

CRP ile ALP (r=0,553, p=0,001), kreatinin (r=-0,381,p=0,022), RF (r=0,349,
p=0,043) arasinda anlamli iligkiler vardi.

Benzer iliskiler AST ile ALT (r=0,673, p=0,000) ve LDH (r=0,717, p=0,000)
arasinda da vardu.

Son olarak iire ile kreatinin (r=0,656, p=0,008) ve iirik asit (r=0,660, p=0,000)

arasinda anlamli bir iligki bulunmustur.
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Ayrica hastalardan ila¢ kullanim bilgileri sorgulandi ve sonug olarak 3 hastanin heniiz
ilaca baslamadig1 6grenildi, 7 hastanin eskiden kullandigi ilaclar sayesinde hastalik
aktivasyonu Onlenebildigi i¢in ila¢ kullanmay1 biraktigi, 20 hastanin giincel DMARD
tedavisi gordiigli, 3 hastanin biyolojik ajanlardan TNF-a blokorii kullandiklar1 ve 5
hastanin da hem DMARD hem de TNF-a blokorii kullandiklart gozlemlendi (Sekil
4.7.). Bunun sonucunda yapilan istatistiksel analizde herhangi bir sekilde ila¢ kullanip
kullanmamayla ya da DMARD ve TNF-a blokorii kullanamayla MVK ve NLRP12
genlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0.05)
(Tablo 4.5.).

% 13,15

Kombine ilag kullananlar

Sadece TNF-a blokori kullananlar

% 52,63

Sadece DMARD kullanan

ilag kullanip birakan

Hig ilag kullanmayan

0 5 10 15 20 25
Kisi Sayisi

Sekil 4.7. Hastalarin almis olduklari tedavi igeriklerine gore dagilimi
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Tablo 4.5. Hastalarin almis olduklar1 tedavi igerikleriyle genlerin ekspresyon seviyeleri

arasindaki iligki

Gen Ila¢ Kullanim N e P
NLRP12 Hig ila¢ kullanmayan 3
Ilag kullanip birakan 7
Sadece DMARD kullanan 20 2,877 0,579
Sadece TNF-a blokori kullananlar 3
Kombine ila¢ kullananlar 5
MVK Hig ilag¢ kullanmayan 3
Ilag kullanip birakan 7
Sadece DMARD kullanan 20 2930 0,570
Sadece TNF-a blokorii kullananlar 3
Kombine ilag kullananlar 5
N: kisi say1st (Toplam hasta say1st = 38)
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5. TARTISMA ve SONUC

RA, esas olarak eklem tutulum bulgulart ile ortaya ¢ikmasina karsin, sistemik
inflamatuar bir hastaliktir. Hastalarin ¢ogunda halsizlik, yorgunluk, diisiik derecede ates
ve depresyon gibi biinyevi sistemik semptomlar bulunur. Bu semptomlar Artrit
gelismeden haftalar Oncesinden baslayabilir. Ozellikle hastaligin  baslangicinda
semptomlar karakteristik olarak, dalgalanma gosterdigi icin dogru tani konulmasinin

aylarca gecikmesi nadir degildir.

NLR’lerin en biiylik alt grubu pyrin domaini iceren NLRP (niikleotid baglayici
oligomerizasyon domaini, tekrarlayan zengin Losin ve Pyrin domaini igeren) grubudur
133134 Diger isimleri NALP’, PAN ***, ya da PYPAF ** olarak bilinen NLRP ailesinin,
apoptozis ve inflamasyondaki rolleri iyi bilinmektedir. Ancak simdiye kadar RA
hastaligiyla iligkili bir calisma yapilmamistir. Kolestrol biyosentezinde olduk¢a dnemli
bir role sahip Mevalonate kinazi sentezleyen MVK geni kromozomda 12g24 bolgesinde
lokalize olan ve 10 kodlama yapan ekzon ile 1 kodlama yapmayan intron igeren 21
kb’lik bir gen bélgesidir °. MVK ¢ok sayida hiicresel siiregde 6nemli fonksiyonlara

sahiptir ve Mevalonate yolag1 igin kritik 6nem tagir *.

Bildigimiz kadariyla MVK ve NLRP12’ nin ekspresyon diizeyiyle ilgili RA’ I
hastalarda herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Biz bu ¢alismada Diizce Universitesi
Hastanesine RA tanisiyla bagvuran hastalardaki MVK ve NLRP12’ nin ekspresyon
diizeylerini tespit edip, bunlarin ekspresyon diizeyleri ile hastalarin demografik
Ozellikleri ve hemogram, sedimantasyon, CRP, RF, karaciger fonksiyon testi vb.
sonuclar1 arasinda herhangi bir iliskinin olup olmadigini degerlendirmeyi amacladik.
Boylece RA hastaliginda MVK ve NLRP12’ nin ekspresyon diizeylerinin hastaligin
tanis1 ve tedavi stratejisinin gelistirilmesinde bir rolii olup olmadig1 ve bu ekspresyon
diizeylerinin hastalarin demografik ozellikleri, kullanilan ilaglar ve tahlil sonuglar

arasindaki iliskisi tespit edip, literatiirdeki bu eksikligi gidermeye calistik.

Kronik bir hastaligin tanist (RA gibi) ile kendi kendine sinirli veya farkli sonlanim

noktalarina sahip diger durumlarin ayirt edilmesi gii¢ olabilir. Erken donemde hastaliga
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0zgl ozellikler yoktur ve hastaligin karakteristik 6zellikleri zaman igerisinde gelisir. RA
tanisin1 kesin olarak koyduracak tek bir tanisal test yoktur. Bunlarin yerine hastaligin
tanisinin konulmasi genellikle bir araya getirilen karakteristik semptomlar, laboratuar

verileri ve radyolojik bulgulara dayanmaktadir.

Bu nedenle 6zellikle erken donemlerde RA hastaliginda klinik taninin dogrulanmasina
yardim edebilecek yeni markirlarin ve testlerin gelistirilmesi olduk¢a Onem
arzetmektedir. Bizim yapmis oldugumuz calismada, 38 RA’ I1 hasta ve 12 sagliklh
kontrolde es zamanli olarak MVK ve NLRP12 gen ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. RA
tespit edilmis hastalarin saglikli kontrollere nazaran daha yiiksek MVK ve NLRP12
mRNA ekspresyon diizeyine sahip oldugu goriildii. Saglikli kontroller ile hastalar
arasindaki herhangi bir hastalik siiresini gosteren belirtecin farkinin olmamasi,
NLRP12/MVK ekspresyonundaki artmanin semptomlardan bagimsiz molekiiler bir

belirteg olabilecegini gostermektedir.

NLRP12 ve MVK gen ekspresyon diizeyleri arasinda hasta grubu i¢in giiglii bir anlamli
iligki varken (p=0,000), kontrol grubunda anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,491).
Sonug olarak MVK ve NLRP12 genlerinin ifade diizeylerinin RA’ I1 hastalarda arttig1,
bu iki genin ifade diizeyinin birbiri ile hastalifin patogenezinde iliskili oldugu ve
hastaligin erken tanisinda bu genlerin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ortaya

cikarilmistir.

Ayrica saglikli oldugu bilinen kisilerde, o6zellikle de 50 yasin iizerinde ve sigara
igenlerde RF serumda tesbit edilebilir. Bir hastada RF titresi hastalik aktivitesi ile iliskili
degildir ancak c¢ok siddetli eroziv artrit bulunanlarda ve eklem dis1 tutulumlu hastalarda
nisbeten daha yiiksek titrelerde RF saptanmasi daha olasidir. Serumda RF varligit RA
tanist koydurmaz ancak klinik birka¢ oOzellikle birlikte oldugunda klinik taninin
dogrulanmasina yardim eder ® RF, RA tam kriterlerine alinmis tek serolojik kriterdir
ve hastalarin %70- 80’ ninde bulunur. RF, saglikli kisilerin yaklasik % 5’ inde bulunur.

RF varlig1 daha aktif hastalikla ve kemik erozyonlarinin gelismesi ile iliskilidir 101,

Anti CCP antikorlar1 RA igin yiiksek 6zgiilliige sahip olduklarindan RA’ y1 RF’ nin
pozitif bulundugu diger hastaliklardan (Sjorgen, infeksiyon, hepatit gibi ) ayirmada

yardimc1 olabilir. Eritrosit sedimantasyon hizi ve C reaktif protein gibi akut faz
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yanitcilar: aktif inflamasyon varliginda genellikle yiiksektir ancak bunlar RA tanisi i¢in
0zgiil degildir. Bu parametreler RA’ y1 osteoartritveya fibromiyalji gibi iltihabi olmayan
nedenlerden ayirt etmede yararlidir. Ancak 6nemli sayida RA’l1 hastada klinik olarak

eklemlerde iltihap bulgular1 olmasina ragmen bu testler normaldir.

TSH hormonuyla yapilan calismalar degerlendirildiginde hormon yiiksekligi ile ilgili bir
klinik bulgu yoktur. Bu ylizden hormon seviyesinin yiiksekligi ile otoimmiinite
aciklanamamistir ve sebebinin de RA’ 11 hastalarin kullandiklar1 uzun etkili ilaclar

91-94

olabilecegi diislintilmuistiir . ESH’ n hastalik aktivitesi ve yas ile baglantili olarak

artig gosterdigi, plazma fibrinojen diizeyine bagimli oldugu igin, CRP’ ye gore daha geg
yikseldigi ve tedaviye cevabmn iyi bir gostergesi oldugu gosterilmistir °#%.
Lokositlerin inflamatuvar artrit varligini dogrulamada yararl olabilecegi diistiniilmiistiir
ancak bulgulardan higbiri 6zgiin degildir *®. RA’ 1 hastalarda hastalik aktivitesi ile
trombosit sayisi arasinda belirgin bir iliski bulunmustur *. RA’ da 15kosit sayisi
genelde normaldir, ancak aktif hastalarda siklikla 16kositoz ve trombositoz

saptanabilir &.

Hastahik aktivitesini belirlemede CRP' nin ESH' den daha duyarlh oldugu kabul
edilmistir . Yiiksek seviyelerde seyretmesi ve diismemesi eklem yikimi ve eroziv
hastaligin gdstergesidir ! CRP; 6nemli bir akut faz reaktam olup inflamasyon
durumunda 6 saat gibi kisa bir siirede serumda yiikselmeye baslar. ESH gibi hastalik
aktivitesi ile parallel artis gosterir .

Alkalen fosfataz seviyeleri normal veya hafif artar °°. Ayrica hastalizi modifiye eden
ilaglarin (stilfasalazin, azatioprin, metotreksat vb) karaciger lizerine olan toksik etkileri
nedeniyle de karaciger fonksiyon testleri bozulabilir. RA hastalarinda serum CK
aktivitesinin belirgin azaldigini ve bunun da hastaligin inflamatuar aktivitesine bagl

103104 "Uzun siiren aglikta, romatoid artritte, kas hastaliklarinda,

oldugunu gostermistir
hormonal bozukluklarda, enfeksiyon, yanmik ve kemik kirilmalarinda da kreatinin

diizeyleri yiikselebilmektedir.

Bizim yaptifimiz ¢alismada, hastalarda diger hastalik parametreleri ile hem NLRP12
hemde MVK ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir iligski yoktu. Bu konu ile ilgili
yapilan ilk ¢alisma olmasindan dolay1 daha fazla bilgi elde edebilmek i¢in daha fazla
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katilimcinin oldugu longitiidinal ¢alismalar gereklidir.

Proteazom yolaginda 6nemli bir rol oynayan NLRP12’nin 149,152 dogustan bagisiklik ve
apoptotik sinyal iletim yollarinin arasinda énemli bir diizenleyici koprii oldugu kabul
edilir. NLRP12 ¢ogunlukla immiin hiicrelerde eksprese oldugu ve inflamatuvar cevapta
negatif yonde diizenleme yaptigi diisiiniilmektedir *>*

HPF, HIDS ve DSAP gibi sendromlarla iliskili oldugu gosterilmistir 1"

. MVK genindeki mutasyonlarin

Yaptigimiz c¢aligma sonrasi hastalik siiresiyle hem NLRP12 hem de MVK geninin
mRNA cekspresyon diizeyi ile anlamli bir iligki bulunamamistir (p>0,05). Bu ise bize bu
genlerin ekspresyonun hastaligin siiresinden bagimsiz oldugunu, hastaligin semptomlari
ve bulgular1 olusmadan erken baslangi¢c evresinde bu genlerin ekspresyon diizeylerinin
artmaya basladigini, dolayisiyla bu genlerin ifadelerindeki degisikligin hastaligin
baslangici ile iligkili olabilecegini, bu nedenle hastalik bulgu vermeden direkt olarak
NLRP12 ve MVK genlerinin mRNA ekspresyon degisimlerine bakarak hastaligin daha
bulgu vermeden ilk baglangic agsamasinda tespit edilebilecegini gostermektedir. Bu
nedenle bu konu ile iliskili yakin gelecekte yapilacak olan calismalarda bu genler goz

onunde bulundurulmalidir.

Hig siiphe yokki inflammazom diizenlenmesi ve islenmesinin anlasilmasi inflamasyon,
fibrogenez ve tiimorgenezin isleyisine miidahale etmek i¢in harika olanaklar
saglayacaktir. Genin susturulmasiyla ilacin diizeltmesine ihtiya¢ olmadan biyometrik

parametreler diizeltilebilir.

Eklem tutulmalariyla baslayan, uzun siiren ve tedavisine erken baslanilmasi gereken bir
immiin hastalik olan RA, son yillarda yaygin olarak hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilaglar ve biyolojik ajanlar ile tedavi edilmeye baslanmistir 2% flac
kullanimiyla genin ekspresyon seviyesindeki degisimler gbzlenmek istenip, hastalarin
ilac kullanip kullanmamas1 sorgulandi. Diger degerlerin istatistiksel anlamli ¢ikmasinin
sebebi hastalarin % 73,67 sinin halen ilag kullaniyor, %18,42” sinin de ilag kullanip
birakmis olmasindan dolayidir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, ilag kullanimina gore
olusturulan gruplar ile NLRP12 ve MVK gen ekspresyonu arasindaki istatistiksel iliski
bakildi. Sonug olarak, bu gruplar ile NLRP12 ve MVK diizeyleri arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (sirasiyla p = 0,579 ve p = 0,570). Bu da kullanilan ilaglarin NLRP12
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ve MVK gen ekspresyon diizeylerine bir etkisinin olmadigini, hastalardaki
biyokimyasal parametreleri degistirdigine isaret etmektedir. Yapilan bu ¢alisma RA’ Ih
hastalarda MVK ve NLRP12 diizeylerinin yiiksek oldugunu gostermesinin yani sira, bu
genlerin ifade diizeylerinin hastalik aktivitesiyle korele oldugunu gosterebilirdi ancak
hastalarin ¢ogunun ilag kullanmasi ve ilaglar ile biyometrik parametreler degistigi igin,
bu konuda tam anlamiyla net bir bilgi sdylemek miimkiin degildir. Bu nedenle eger
hastalar hi¢ ila¢ kullanmamis olsalard1 iki gen eskpresyon diizeyleri bakimindan da
hastalik aktivitesini degerlendirmek i¢in yeni bir parametre olabilirdi. Bu genlerin
siRNA’ lar ile susturulmasiyla elde edilecek sonucun suan diizenli ilag kullanan
hastanin parametreleri ile ayni olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu sayede hem hastalarin
ilacin yan etkilerine maruziyeti 6nlenmis olabilir hem de ila¢ i¢in 6denen paralara gerek
kalmazdi. Ancak bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha fazla katilimcinin oldugu

longitlidinal ¢aligmalar gereklidir.

Hastalarda diger hastalik parametreleri ile hem NLRP12 hemde MVK ekspresyon
diizeyleri arasinda anlamli bir iligki yoktu. NLRP12 ve MVK gen ekspresyon diizeyleri
arasinda hasta grubu i¢in giiclii bir anlamh iligki varken (p=0,000), kontrol grubunda
anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,491). Sonug olarak MVK ve NLRP12 genlerinin
ifade diizeylerinin RA’ 11 hastalarda arttigi, bu iki genin ifade diizeyinin birbiri ile
hastaligin patogenezinde iligkili oldugu ve hastaligin erken tanisinda bu genlerin bir

belirte¢ olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

Bununla beraber inflamatuvar sinyal yolagi, konak savunmasi ve karsinogenez, patojen
ve patojen liriinlere karsi cevap ile bunlarin sonucu olusabilecek organizma igin tehlikeli
boyutta olan ates olusumunu engellemek i¢in suanda bilinen bir tatmin edici tedavi
yaklagimi yoktur. Biz yapmis oldugumuz bu calismanin sonucunda NLRP12 ve MVK
genlerinin boyle bir tedavinin gelistirilebilmesi i¢in 6nemli bir hedef olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Bu giin RA hastaliginin yasam kalitesini ciddi sekilde bozdugu, normal populasyona
gore mortalite riskini arttirdigl, artmis tedavi gideri ve is giicii kaybma bagli olarak
topluma biiyiik bir mali yiik getirdigi bilinmektedir. Bu ciddi hastaligin patogenezinin
daha iyi anlagilabilmesi ve daha etkili tedavisi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in yeni

biyobelirte¢lerin tanimlanmasina gerek duyulmaktadir.
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Boylece klinik a¢idan heniiz bulgu vermemis olan bireylerin erken agamada tani almasi
saglanabilecek ve Kklinisyenin gerek gormesi durumunda erken tedaviye
baslanabilecektir. Bununla beraber hastaliktan musdarip olan kisilerin yasam
standartlar1 arttirilabilecegi gibi, bu kisilerin fiziksel ve psikolojik durumlari olumlu
yonde etkilenmis olacak, ayni zamanda gereksiz zaman kaybi, harcanan tedavi
masraflar1 ve hastane giderleri erken tan1 sayesinde 6nlenebilecektir. Bunlara ek olarak
bu c¢aligmayla birlikte bu konu ile ilgili literatiirde eksik olan bu bilgiler giderilmis
olacaktir. Yapmis oldugumuz bu ¢aligma, konu ile ilgili yapilan ilk ¢aligma olmasindan
dolay1 s6z konusu durum ile ilgili daha fazla ve net bilgi elde edebilmek igin daha fazla
hasta gruplarinin yer aldigi ve uzun siireli takipli ¢alismalarin yapilmasinin gerekli

oldugu diislincesindeyiz.
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EKLER

EK 1: STANFORD SAGLIK DEGERLENDIRME ANKETI (HAQ)

Hastaligimizin giinliik yasam islevlerini basarma yeteneginizi nasil etkiledigini 6grenmekle ilgileniyoruz.

Liitfen bu sayfanin arkasina herhangi bir yorum ekleme konusunda kendinizi 6zgiir hissedin.

GECEN HAFTAKI AKTIVITELERINIZI EN IYI TANIMLAYAN SECENEGI ISARETLEYINiZ.

Hig
zorlanmadan

Biraz
zorlanarak

Cok
zorlanarak

Yapamiyorum

1. Giyinme ve kusanma:
Giyinebiliyor musunuz (diigme
iliklemek ve ayakkab1 baglamak
dahil)?

Sac¢iniz1 yikayabiliyor musunuz?

0
O

0
O

0
@)

0
@)

2. Ayaga kalkma:

Kolsuz bir sandalyeden kalkabiliyor
musunuz?

Yataga yatip kalkabiliyor musunuz?

—~
N —

—~ —~
N— —

N N
N N

—~
— —

3. Yemek yeme:

Etinizi kesebiliyor musunuz?
Dolu bir bardag1 veya fincant
agziniza gotiirebiliyor musunuz?
Siit kutusu agabiliyor musunuz?

—~ —~
e — —

—~ —~
N — —

—~ —~ —~
N — —

—~ —~ —~
N — —

4. Yiriime:

Evin disinda diiz alanda
yiiriiyebiliyor musunuz?
Basamak ¢ikabiliyor musunuz?

— —~
— —

—
— —

—~
N— —

—~
N— —

5. Hijyen:

Tiim viicudunuzu yikayip
kurulayabiliyor musunuz?

Tuvalete girip ¢ikabiliyor musunuz?

—~
N —

—~
— —

—~
— —

6. Uzanma:

Basimiz hizasindaki 2 kiloluk bir
nesneyi (orn. Bir torba patates)
alabiliyor musunuz?

Egilip yerden elbise veya esya
alabiliyor musunuz?

7. Kavrama:

Araba kapisini agabiliyor musunuz?
Daha 6nce agilmis kavanozlari
acabiliyor musunuz?

Musluklart agip kapatabiliyor
musunuz?

—~ N~
~— N | N~

—~ N~
~— N |

N N N | N

~ N~
~— | —

8. Aktiviteler:

Gezmeye veya aligverise gidebiliyor
musunuz?

Arabaya binip inebiliyor musunuz?
Evi stipiirmek gibi ev isleri
yapabiliyor musunuz?

—~
~— — —

—~
~— —

—~ A~
~— —

—~ A~
~— —
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