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ANKILOZAN SPONDILITLi HASTALARDA OSTEOLITIK VE ANTIOSTEOLITIK
ETKIYE NEDEN OLAN CESITLI FAKTORLERIN DEGERLENDIRILMESI
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Biyokimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2012
Damsman: Dog¢. Dr. Giilden BASKOL

KISA OZET

Amag; bu calismada ankilozan spondilitli hastalarda, osteoprotegerin (OPG), reseptor aktivator
niikleer faktor kappa B ligand (RANKL), tiimodr nekrozis faktor-o (TNF-a), matriks
metalloproteinaz-3 (MMP-3), tartarat direncli asit fosfataz-5b (TRAP-5b) ve katepsin-K (Cat-

K) aktivitelerinin degerlendirilmesidir.

Ankilozan spondilitli 30 hasta ve 19 saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Ankilozan
spondilitli hastalar aktif ve inaktif hasta olarak ikiye ayrildi. OPG, RANKL, TNF-0, MMP-3,
TRAP-5b ve Cat-K diizeyleri ELISA yontemiyle ol¢iildii.

Ankilozan spondilitli hasta grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda, hasta grupta OPG,
RANKL, MMP-3 ve TNF-a seviyeleri istatistiksel olarak yiiksek bulunurken (p<0.05), TRAP-
5b ile Cat-K aktivitelerinde ve OPG/RANKL oraninda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi
(p>0.05). Aktif ve inaktif hasta grubu karsilastirildiginda aktif hasta grubunda OPG/RANKL
orani yiiksek bulunurken (p<0.05), OPG, RANKL, MMP-3, TNF-a, TRAP-5b ve Cat-K

aktiviteleri ise istatistiksel olarak farksiz bulundu (p>0.05).

Ankilozan spondilitli hastalarda kemik yikim belirteci olan RANKL, TNF-a ve MMP-3
aktivitelerinin yiiksek bulunmasi ve kemik yapim belirteci olan OPG aktivitesinin yiiksek
bulunmast bu parametrelerin ankilozan spondilit ile O©nemli bir iliskisi oldugunu

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan spondilit, osteoprotegerin, reseptor aktivator niikleer faktor
kappa B ligand, tartarat direncli asit fosfataz-5b, timor nekrozis faktor-a.



vil

THE EVALUATING OF VARIOUS FACTORS LEADING TO OSTEOLYTIC AND
ANTIOSTEOLYTIC EFFECT IN PATIENTS WITH ANKYLOSING SPONDYLITIS
Aysun SAHIN
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Biochemistry
Master of Science Thesis, July 2012
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giillden BASKOL

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the activities of osteoprotegerin (OPG), receptor activator of
nuclear factor kappa B ligand (RANKL), tumor necrosis factor-a (TNF-o), matrix
metalloproteinase-3 (MMP-3), tartrate-resistant acid phosphatase-5b (TRAP-5b) and cathepsin-
K (Cat-K) in patients with ankylosing spondylitis.

Thirty patients with ankylosing spondylitis and 19 healthy individuals were recruited to the
study. Patients with ankylosing spondylitis were divided into two groups being active and
inactive patients. The levels of OPG, RANKL, TNF-a, MMP-3, TRAP-5b and Cat-K were
measured with ELISA method.

The levels of OPG, RANKL, MMP-3 and TNF-a of the patients were found to be significantly
higher compared with controls (p<0.05), while TRAP-5b and Cat-K activities and
OPG/RANKL ratio were not statistically different (p>0.05). In comparison of the active and
inactive patients, OPG/RANKL ratio was found to be high in active patients (p<0.05), while
OPG, RANKL, MMP-3, TNF-a, TRAP-5b and Cat-K activities were similar (p>0.05).

High levels of RANKL, TNF-a and MMP-3 activities which are antiosteolytic indicators and
OPG activities which are osteolytic indicators in patients with ankylosing spondylitis gave rise

to thought that these parameters have important relationship with ankylosing spondylitis.

Key Words: Ankylosing spondylitis, osteoprotegerin, receptor activator of nuclear factor

kappa B ligand, tartrate-resistant acid phosphatase-5b, tumor necrosis factor-a.
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1. GIRIS VE AMAC

Ankilozan spondilit (AS) baslangicta sakroiliak eklemleri ve daha sonra kademeli
olarak omurgayi etkileyen kronik, enflamatuar bir hastaliktir (1). Aksiyel inflamasyon,
periferal artrit ve entezit olmak iizere iic onemli kas iskelet sistemi tutulumu ile
karakterize kronik inflamatuar artrittir (2). Ankilozan spondilit %0.1-0.9 tahmini

prevelansi ile inflamatuar artritin en yaygin nedenlerinden biridir (3).

Reseptor aktivator niikleer faktor kappa B ligand (RANKL), tiimor nekrozis faktor
(TNF) ligand ailesinin bir iiyesidir ve agirlikli olarak TNF ve interlokin-1 (IL-1) gibi
proinflamatuar sitokinler ile uyarilmasini takiben osteoblastlar ve aktive T hiicreleri
tarafindan salgilanir. RANKL, onciil osteoklastlarin yiizeyinde bulunan reseptorii
RANK ile etkilesime girer (4). RANKL 1n kemikteki ana gorevi osteoklast olusumunu
ve apoptozun inhibisyonunu saglayarak kemik kaybi1 ve rezorpsiyonunu artirmaktir (5).
Reseptor aktivator niikleer faktor kappa B (RANK), TNF reseptor ailesinden
homotrimerik transmembran bir proteindir (6). Preosteoklastlara RANKL’1n
baglanmasini saglayan tek reseptordiir. Osteoklastojenez ve kalsiyum metabolizmasini
kontrol eden bu reseptoriin; makrofaj/monositik hiicreler, T ve B lenfositleri,
fibroblastlar, dendritik hiicreler, onciil ve olgun osteoklastlarin yiizeyinde bulundugu
belirlenmistir (5). Serum RANKL seviyesinin ankilozan spondilitli hastalarda kontrol

grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek ¢iktig1 bildirilmistir (7, 8).
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Osteoprotegerin (OPG), TNF siiper ailesinin bir iiyesi, RANKL ve RANK arasindaki
etkilesimi engelleme yetenegine sahip coziiniir bir reseptordiir (4). OPG, RANKL’a
baglanarak bir tuzak reseptor gibi fonksiyon goriir ve RANK’a baglanmasini engeller.
Sonug olarak osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonu inhibe olur ve RANKL kemik
rezorpsiyonu olusturamaz (5). Yapilan literatiir taramasi sonucunda, karsilasilan bir
calismada ankilozan spondilitli hastalarda serum OPG diizeyinin saghkli bireylere gore
daha yiiksek c¢iktigi bildirilmistir (7). Fakat karsilasilan bir diger calismada ise
ankilozan spondilitli hastalar ve kontrol grubu karsilastirildiginda ankilozan spondilitli

hastalarda OPG diizeyinin diisiik ¢iktig1 bildirilmistir (9).

Katepsin K (Cat-K), osteoklast fonksiyonunda ve kemik matriks bilesenlerinin
bozulmasinda 6nemli rol oynayan bir sistein proteazdir. Katepsin K, tip 1 kollojen, tip 2
kollojen ve osteonektin gibi proteinleri parcalar (10). Yapilan bir calismada, Serum
katepsin K seviyesinin ankilozan spondilitli hastalarda yiiksek ¢iktig1 belirlenmis, fakat

bu yiiksekligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bildirilmistir (11).

Tiimor nekrozis faktor-oo (TNF-a) otoimmiin inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynayan bir sitokindir (12). TNF-a osteoklast farklilasmasina ve osteoklastik
kemik rezorpsiyonunun artmasina neden olur (13). Ankilozan spondilitli hastalarda
serum TNF-a seviyesinin saghikli deneklerle Kkarsilastirildiginda yiiksek ¢iktigi
belirtilmistir (14, 15).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), c¢inko bagli endopeptidazlardir, normal biyolojik
fonksiyon icin gereklidirler ve bir ¢ok patolojik duruma katilirlar. Ankilozan spondilitli
hastalarda MMP-3 seviyesi saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek
ciktig1 bildirilmistir (2,11,16).

Asit fosfatazlar grubuna ait tartarat direngli asit fosfataz-5b (TRAP-5b), akciger alveolar
makrofajlar ve kemik resorpsiyonunda osteoklastlar tarafindan olusturulan demir iceren
enzimdir (17). Ankilozan spondilitli hastalarda TRAP-5b olctimii ile ilgili sinirli sayida

caligma bulunmaktadir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda ankilozan spondilitli hasta grubunda; OPG,
RANKL, Cat-K, TRAP-5b, TNF-a ve MMP-3 diizeylerini birlikte degerlendiren bir
caligmaya rastlamadik. Bu calisma ile ankilozan spondilitli hastalarda OPG, RANKL,
Cat-K, TRAP-5b, TNF-a ve MMP-3 diizeylerini arastirarak, bu hasta grubunda

osteolitik ve antiosteolitik etkiyi arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ANKIiLOZAN SPONDILIT

Ankilozan spondilit (AS) baslangicta sakroiliak eklemleri ve daha sonra kademeli
olarak omurgayi etkileyen kronik, enflamatuar bir hastaliktir (1). Aksiyel inflamasyon,
periferal artrit ve entezit olmak iizere iic onemli kas iskelet sistemi tutulumu ile

karakterize bir kronik inflamatuar hastaliktir (2).

AS klinik, radyolojik, epidemiyolojik ve genetik Ozellikleri ile seronegatif
spondilartropatiler grubunda yer alir (18). Spondiloartropatiler (SpA), romatizmal
hastaliklar icinde genetik etkinin en fazla oldugu, romatoid faktoriin negatif oldugu,
ozellikle fibrokikirdak iceren dokular1 etkileyen, sakroiliak eklemler ve omurga
tutulumu yaninda entesopati, alt ekstremitelerin asimetrik oligoartriti ile karakterize bir

hastalik grubudur (19).

Ankilozan spondilit agirlikli olarak geng erigkin erkeklerde goriiliir ve human lokosit
antijen HLA-B27 ile giicli bir iliskisi vardir (7). Bu hastalikta erken donemde

kemiklerde erozyon daha sonra ligamentlerde kemiklesme goriiliir (11).

AS i¢in uzun yillar farkli isimler kullanilmistir. Bunlar Marie-Striimpel hastaligi, Von

Bechterev hastaligi, pelvospondilitis ossifikans ve romatoid spondilittir (18).



2.2. EPIDEMiYOLOJi

Ankilozan spondilit %0.1-0.9 tahmini prevelansi ile inflamatuar artritin en yaygin
nedenlerinden biridir (3). HLA-B27, AS ile iliskili baslica gendir (20). AS hastalarinin
%90'mda HLA-B27 pozitiftir. Normal bireylerde HLA-B27 frekans1 % 8-14, AS'li
hastalarda % 90'dan fazladir (18). Cin’ deki AS hastalarmin genel prevalansi %0.2-
0.54’ tir (21). AS prevalans: beyaz Amerikalilarda % 0.2, Kuzey Avrupa'da %1.4
olarak bildirilmistir (18). Kronik bel agrisi olanlarda AS prevalansit %4.6° dir (22).
Ankilozan spondilit agirlikli olarak geng eriskin erkeklerde goriiliir (7). Erkek hastalar
yaklasik 2/ 1 oraninda kadinlardan daha sik etkilenir (23). Erkeklerde kadinlara oranla
daha siddetli seyrettigi diisiiniilmektedir (24). Klinik tablo kadin ve erkekte biraz daha
farkli seyretmektedir. Kadinlarda periferik eklem tutulumu sik, spinal ankiloz daha

nadir goriiliir (25).
2.3. ETIYOLOJI

Patogenezinde genetik etmenlerin en fazla rol oynadigi romatizmal hastalik olan AS ile
ilgili olarak ¢ok sayida HLA ve HLA dis1 gen arastirilmistir. Etiyopatogenezde en
onemli rolii olan kuskusuz HLA-B27’dir (19). B27 genetik riskin %20-30’una katkida
bulunur ve beyaz wrktan olan AS olgularinin % 90-95’inde pozitiftir (26). Birinci derece
akrabasinda AS olan HLA-B27 (+) bireylerde hastaligin gelisme riski, akrabalarinda AS
olmayan HLA-B27 (+) kisilere gore 6 ile 16 kat kadar artmaktadir (27). Hastaligin
monozigotik ikizlerde dizigotik olanlara gore 5 kat daha fazla birliktelik gosterdigi
saptanmugtir (28). Monozigotik ikizlerde hastalik goriilme oram1 %75 iken, B27(+)
dizigotik ikizlerde %27’ye diismesi, genel populasyonda B27(+)’lerde AS goriilme
oranm1 %?2-5 iken, AS’li olgularin B27(+) birinci derece yakinlarinda goriilme oraninin
9%10-20 olmasi, AS’de HLA-dis1i genlerinde oOnemli katkist oldugu fikrini
desteklemektedir (19).

HLA-B27’nin gorevi hiicre ic¢i proteinlerin yikimi ile agiga cikan peptidleri, b2-
mikroglobulin ile birlikte 3 molekiillii bir bilesik olusturmak iizere baglamak ve Ag
sunan hiicreler iizerinde sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir (29). HLA-B27, B2705’den
tireyen HLA-B*2701°’den B*2728’e kadar isimlendirilen en az 31 farkh aleldir (30).
AS’nin ozellikle HLA-B27-05, HLA-B27-02 ve HLA-B27-04 ile iliskili oldugu
bildirilmistir (31).



HLA-B27 katkis1 olan bir faktor olmasina ragmen, artriti nasil baslattig1 tartigmalidir.
Birden fazla genetik faktor oldugu aciktir ve HLA-B27 disinda pek cok kritik faktor
olmalidir (32).

HLA-B27 AS ile iliskili birincil gendir; saghikli Cinlilerin %5°1 ile Cinli hastalar
karsilastirildiginda %90’dan fazlasinda mevcut olan major histokompatibilite (MHC)

klas I molekiiliine ait genidir (21).

SpA patogenezinde bakteriyel infeksiyonlarin rolii olabilecegi yoniinde onemli ipuglari
bulunmaktadir. Reaktif artrite yol ac¢tig1 diisiiniilen enterit patojenleri siklikla Yersinia
(Yersinia Enterocolitica ve daha az siklikla Yersinia Pseudotuberculosis), Salmonella,
Shigella ve Campylobacter; iirogenital infeksiyonlar i¢in ise Chlamydia Trachomatis ve
Chlamydia Pneumonia'dir. Anti klebsiella antikorlarinin AS vakalarinda gosterilmesi,
bu patojenin 6zellikle periferik artritle seyreden AS patogenezi ile iliskili oldugu tezini

desteklemistir (31).

AS’li olgularda hem periferik kan, hem de kolon lamina propria’sinda Th1 sitokin (IL-2
ve IFN-g) ekspresyonunda bozulma oldugu (33), bunun yiikksek TNF-a
konsantrasyonlarinin T hiicreleri tarafindan IL-2 ve interferon gamma (IFN-g)
iretimini bozmasindan kaynaklandigi, bagirsaklarda T hiicrelerinin bakterilere karsi
savunmasinin bozulmasi sonucu kronik inflamasyon ve oto-immunite ortaya ¢iktigi

diistiniilmektedir (19).
2.4. SINIFLAMA VE TANI

Spondiloartropatiler ile ilgili olarak bugiine dek cok sayida siniflama olgiitii ileri
stiriilmiistiir. Gliniimiizde en sik kullanilanlar Avrupa Spondiloartropati Calisma Grubu-
ASCG (European Spondyloarthropathy Study Group: ESSG) ve 1984’te yayinlanan
Modifiye New York Smiflama Olgiitleridir (19). 1961'de Roma AS kriterleri (Tablo
2.1), 1966'da New York kriterleri yayinlanmis ve uzun siire kullanilmistir (Tablo 2.2).
Giiniimiizde halen 1984 yilinda modifiye edilen New York kriterleri (Tablo 2.3)
kullanilmaktadir (18). AS, iliskili baska bir hastalik yoksa “birincil” veya “idiyopatik”,
kronik inflamatuar bagirsak hastaligi veya psoriyazis ile iligkili ise ikincildir. AS i¢in
daha Onceki smiflamalarin duyarlilik ve Ozgiilliigiiniin yetersiz olmasi New York

Olgiitleri’nde baz1 degisikliklerin yapilmasina yol agmustir (34).



Tablo 2.1. 1961 Roma Kriterleri

Klinik kriter

1. Ug aydan uzun siiren ve istirahatle azalmayan bel agris1 ve
tutukluk

2. Torakal bolgede agr1 ve tutukluk

3. Lomber bolgede hareket kisitlilig

4. Gogiis ekspansiyonunda azalma

5. Iritis oykiisii veya belirtisi

Radyolojik kriter

6. Bilateral sakroiliite ait radyolojik bulgular
Kesin Ankilozan Spondilit:

1. Evre 3-4 sakroiliit + en az 1 klinik kriter
2. En az 4 klinik kriter

Tablo 2.2. 1966 New York Kriterleri

1. Lomber hareketin ii¢ planda ela kisitli olmasi (fleksiyon, ekstansiyon
ve lateral fleksiyon)

2. Lomber omurgada veya dorsolomber bolgede agr1

3. Gogiis ekspansiyonunun 2.5 cm'den az olmasi (4. Interkostal
araliktan)

Radyolojik evreleme: Normal-0, Siipheli-1, Minimal sakroiliit-2,
Orta derecede sakroiliit-3, Ankiloz-4.

Kesin Ankilozan Spondilit

1. Evre 3-4 bilateral sakroiliit+ en az 1 klinik kriter

2. Evre 3-4 unilateral veya Evre 2 bilateral sakroiliit + 1. Klinik
kriter veya 2., 3. Klinik kriter.

Olas1 Ankilozan Spondilit

Evre 3-4 bilateral sakroiliit- klinik kriter yok




Tablo 2.3. Modifiye New York kriterleri

1. 3 aydan uzun siiren, egzersiz ile rahatlayan, istirahat ile diizelmeyen
bel agrisi

2. Lomber omurga hareketinin frontal ve sagital diizlemde kisitlanmasi
3. Yas ve cinse gore gogiis ekspansiyonunun azalmasi

4. Bilateral Evre 2-4 sakroiliit

5. Bilateral Evre 3-4 sakroiliit

Kesin AS: 4 veya 5. Madde +1 klinik kriter (18).

2.5. PATOLOJi

AS histopatolojik olarak sakroiliak eklemler ve periferik entezislerde subkondral kemik
iliginin inflamasyonu ile karakterizedir (19). AS patofizyolojisinde genetik ve

molekiiler mekanizmalar ile hastalikla iligkili tetikleyici faktorler 6n plandadir (35).

Tipik olarak AS, agrekan ve tip II kollajenden zengin, simfizis pubis, manubriosternal
bileske, intervertebral disk, aort kokii ve duvari, anterior uvea, arterlerin media katmani
gibi fibrokikirdak iceren bolgeleri tutar (26). Kikirdak yapilar (proteoglikan ve kollojen
tip 2) AS’de otoimmiin cevabin olasi hedefleri arasinda arastirilmistir. Kollajen tip 2 ile
indiiklenmis artrit modeli romatoid artrit (RA) ile benzerlik gosterse de, proteoglikan ile

immiinize edilmis hayvanlar AS’nin tipik 6zelliklerini gostermislerdir (36).

Spondiloartropatili olgularin serumlarinda Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve
Proteus mirabilis gibi bakterilere kars1t IgA diizeylerinde artis bildirilmistir (26).
Spondiloartropatilerde, 6zellikle AS’de giiclii genetik etkinin iicte biri HLA-B27 ile
aciklanirken, Major histokompatibilite kompleksi (MHC)’nin i¢indeki ve disindaki
genlerle iliskili kistm biiyiik oranda tanimlanmamistir. HLA-B27 nin yaninda HLA-B60
ve HLA-DR1 gibi diger MHC genlerinin de AS ile iliskili oldugu diistiniilmektedir
ancak bunlar daha az 6nemlidir. MHC’de yerlesmis TNF-o geni de diger bir aday
gendir (37).

B27’nin patofizyolojik rolii ile ilgili cesitli varsayimlar igcinde en giicliisii, bazi
bakterilere kars1 savunma amacl olusturulan sitotoksik T hiicre yanitinin, eklem ya da

entezis kaynakli artritojenik peptidlerin B27 tarafindan T hiicrelerine sunulmasi sonucu



konagin kendi dokularma yonelmesi, diger bir deyisle otoimmiinitedir. Ilave olarak,
B27 tarafindan sitotoksik T hiicrelerine sunulan peptidlerin B27°den kaynaklanan

boliimiiniin artritojenik olmasi olasidir (38).

Insan fetal kikirdak proteoglikani ve fetal tip II kollajeni asilanarak agrekan ve kollajene
kars1 humoral ve hiicresel bagisiklik olusturulmasi ile deneysel spondiloartrit modelleri
elde edilmistir (39). AS i¢in transforming growth factor 3 (TGF-B) ve IL-6 polimorfizmi
gibi diger aday gen analiz sonuglar1 negatiftir (40,41).

Asir1 TNF-a ekspresyonu ile karakterize bir transgenik fare modelinde insandaki
hastaliga ¢cok benzeyen bir spondilit gelistigi gosterilmistir. Hem AS’li olgular, hem de
B27(+) saglikli yakinlarinda TNF-o+ T hiicre sayilar1 B27(-) kontrollere gore azalmistir
(19).

2.6. LABORATUVAR BULGULARI

En karakteristik laboratuvar bulgusu eritrosit sedimantasyon hizi (ESH) ve akut faz
reaktanlarinda yiikselmedir. Hastalik aktivitesi icin C-reaktif protein (CRP) daha iyi bir
gostergedir (18). Artmis ESH veya CRP hastalarin %75’inde bildirilmistir. Ancak
klinik hastalik aktivitesi ile iliski gostermeyebilir (42).

Serum Immunoglobulin (IgA) diizeyleri hastalarin ¢ogunda artar ve akut faz reaktanlar
ile iligkilidir (25,43). Yapilan bir calismada aktif ve inaktif AS’li hastalarda IgA
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (44). Alkalen
fosfataz ve kreatin kinazda hafif artis olabilir ancak hastalik aktivitesi ile iliskili degildir
(45,25). Romatoid faktor ve antiniikleer antikor negatiftir (18). Diger akut faz cevaplari,
ferritinin artmasi, orta derecede trombositoz ve diisiik albumindir (46). Ankilozan
spondilit ve diger SpA’ler HLA-B27 yoklugunda da olusabilecegi icin HLA-B27 nin
rutin taramada kullanilmasi uygun degildir. HLA-B27 saglikli insanlarda da pozitiflik
gosterebilir (47). HLA-B27 %90 pozitiftir ve akut iiveiti olanlarda bu oran %100'e ¢ikar
(18). Akut anterior iiveit veya spondilitik kalp hastalig1 oldugunda bu oran artabilir
(48,49). HLA-B27 pozitif olan hastalarda da HLA dis1 genetik ve cevresel faktorlerin
AS gelisiminde katkis1 vardir (47).



2.7. RADYOLOJIK BULGULAR

Sakroiliit en erken ve sik goriilen radyolojik bulgudur ve genellikle bilateraldir (50). Tlk
bulgu yalanci genislemedir, daha sonra skleroz olur (Evre 1-2). Alt 1/3'de belirgindir.
[liak kenarda kikirdak daha ince oldugu icin ilk bulgular iliak kanatta goriiliir.
Ilerlediginde skleroz ve erozyon eklemin her iki kenarinda olur (Evre 3). Daha sonra

kemik fiizyon olusur (Evre4) (18).

Direkt grafilerde sakroiliit disinda bulgular da beklenir. Omurganin 6n-arka ve yan
grafileri vertebralarda karelesmeyi, sindesmofitleri ve ankilozu gostermede faydalidir

(S1).

Inflamatuar ve destriiktif spinal tutulumun erken bulgusu anterior ve posterior
spondilitten kaynaklanan vertebra karelesmesidir (52). Vertebralarda karelesme konkav
anterior superior ve inferior yiizeylerde erozyona bagh olusur, parlak koseler Romanus
lezyonu olarak adlandirilir (18). Ge¢ donem bulgulari ise proliferatif degisiklikler olan
sindezmofitler, faset eklemlerde ankiloz, anterior longitudinal ligamentte kalsifikasyon
ve anterior atlantoaksiyal subluksasyondur (52). Spinal ligamentlerde ossifikasyon ile
intervertebral disklerde koprillesme olur ve sindesmofitler olusur. Simetrik
sindesmofitler ile bambu kamis1 goriiniimii olur. AS'de simetrik ve bilateraldir (45,53).
Direkt grafilerde goriilebilecek diger bulgular ise spondilodiskit ve fraktiirler ile

osteoporozdur (52).

Ankilozan spondilitin tan1 ve izleminde, direkt grafiler ve manyetik rezonans
goriintilleme (MRG), tercih edilmesi gereken goriintilleme yoOntemleridir (54,55).
Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans siipheli olgularda endikedir.
Bilgisayarli tomografi duyarh ve spesifiktir (45,56,57). Sakroiliak eklemlerin kronik
degisikliklerinin BT ile degerlendirilmesi MRG ve diiz grafilerden daha iyi olmasina
ragmen yiiksek gonadal radyasyon orani nedeniyle rutin kullanimi onerilmez. Daha da
Onemlisi akut inflamatuar degisiklikleri tespit etmede yetersizdir (58). MRG
goriintiileme ile aktif inflamatuar degisiklikler de saptanabilmekte ve hastalarin iyonize
1sinlara maruz kalmamalar1 saglanmaktadir (54,55). Manyetik rezonans artikiiler

kikirdakta erken lezyonu ve komsu kemik iligi 6demini gostermede iistiindiir (45,57).
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Erdem ve ark. (59) yaptig1 bir ¢caligmanin sonucunda da MRG’nin sakroiliit tanisinda,
sakroiliak eklem anatomisini ve sakroiliit lezyonlarmi ayrintili olarak gdsterebilen ve
radyasyon maruziyeti olmayan noninvaziv yararli bir goriintileme yontemi oldugu

sonucuna varilmistir.

Kantitatif sintigrafi duyarlilig: yiiksek ancak spesifik degildir, bu nedenle klinik degeri
diisiiktiir (25,45). Ultrasanografi (USG), MRG’ye gore daha ucuz olmasina ragmen

operator ve ekipmana bagimlidir (58).
2.8. KLINiK OZELLiKLER

Ankilozan spondilitin temel klinik 6zellikleri; sakroiliak eklem ve aksiyel iskelette
inflamasyon nedeniyle olusan bel agrisi, periferal artrit, entezit ve anterior iiveittir.
Sindesmofitler ve ankiloz hastaligin en karakteristik Ozelliklerindendir. Karakteristik
semptomlar arasinda bel agrisi, gluteal agri, spinal mobilitede kisitlilik, kalca agrisi,
omuz agrisi, periferal artrit ve entezit bulunur. Spinal hastaligin ciddi komplikasyonlar1
sonucu olusan kord ve spinal sinir kompresyonu nedeniyle norolojik semptomlar ortaya

cikabilir (60).

Ilk semptom siklikla kronik bel agris1 ve tutukluktur, hastalarin %75'i bel agris1 ile

bagvurur (61,62).

Inflamatuar omurga agrisi; baslangicimin 40 yasin altinda olmasi, sinsi baglangic
gostermesi, en az 3 ay siirmesi, sabah tutuklugunun eslik etmesi, egzersiz ile diizelmesi
gibi ozellikler tasir (63). Sabah tutuklugu 3 saate kadar uzayabilir. Sicak bir dus,
egzersiz ve fizik aktivite ile azalir (25,53,64). Hastaligin erken evrelerinde agr1 siddetli
olabilir. Agr1 sakroiliak eklemlerde lokalizedir. Ancak ara sira iliak kristaya veya biiyiik
trokanter bolgesine veya uyluk arkasma dogru yansiyabilir. Agr1 baslangicta cogu
zaman tek tarafli veya aralikli iken, birkac¢ ay icinde kalic1 ve iki tarafli hale gelir, alt

lomber bolgede tutukluk ve agri olur (63).

Kostovertebral ve kostosternal eklem tutulumu gogiis agrismna neden olur ve atipik
anjina ile karigabilir (64). HLA-B27 pozitif akrabalarda, sakroiliite ait radyografik kanit

olmadiginda bile goreceli olarak sik gogiis agrisi olusur (65).

Entezis bir ligament, tendon veya artikiiler kapsiilin kemige insersiyo bdlgesidir

(53,66). Yaygin olarak goriilen duyarl yerler; manubriosternal eklemler, kostokondral
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eklemler, humerusun biiyiik tiiberositasi, medial ve lateral epikondil, iliak krest, spina
iliaka anterior siiperior, femurun biiyiik trokanteri ile medial ve lateral kondilleri, asil
tendonunun insersiosu, kalkaneusun plantar fasiasi, vertebralarm spindéz c¢ikmtilari,
tuberositas iskium ve iliak kanadm posterior siiperiorudur (67). Bu bolgelerdeki agrinin
nonsteroidal antiinflamatuarlara (NSAII) cevap vermesi entezit ile fibromyalji arasinda

ayrima yardimci olur. Fibromyaljide NSAII’lere cevap almamaz (68).

Ankilozan spondilitte en sik tutulan omurga dis1 eklemler (kalca ve omuzlar gibi) kusak
ve “kok” eklemlerdir (69). Juvenil baslangicta olanlarda kalga tutulumu daha siktir ve
dizabiliteye neden olur. Limitasyon, atrofi ve kontraktiir gelisebilir. Kal¢a replasmani
gerektiren hastaliklar genellikle juvenil baglangichdir (64). Diz eklemi aralikli gelisen
efiizyon seklinde AS’de etkilenir. AS’de temporomandibuler eklem tutulumu goriilebilir

ve daha ciddi hastalig1 gosteren degiskenlerle iliskilidir (70).
2.8.1. Ekstraartikiiler Bulgular

Genel: Yorgunluk, kilo kayb1 ve ates genellikle ilk belirtilerdir. Hastalarin %50-65'inde

yorgunluk ana yakinmadir (18).

Goz: Uveit %25-40 ile AS’nin en sik rastlanan eklem dis1 komplikasyondur (71). Akut
anterior iiveit veya iritis hastalarin %?25'inde hastalik seyri swrasinda olusur. Tipik
bulgular ani baslangichi agri, kizariklik ve fotofobidir. Inflamasyon suprese edilmezse
anterior kamarada birikim olur, pupiller ve lens disfonksiyonu ile gérmede bulaniklik

olur. Akut anterior iiveit HLA-B27 ile iliskilidir (25,45,61).

Norolojik: Ankilozan spondilitte goriilebilen norolojik komplikasyonlar kirik,
instabilite, bast ve inflamasyona bagli olabilir (72). Servikal omurga kirik ve
dislokasyonu 6zellikle atlantoaksiyal eklemde olabilir (25,45,61). Siddetli ankilozu olan
ve uzun yillardir hastalifi devam eden hastalarda ortaya ¢ikar (73). Kauda ekuina
sendromu genellikle yavas gelisir, lumbar ve sakral duyu kayb1 olur, alt ekstremitelerde
kuvvetsizlik ve agri, iiriner ve rektal sfinkter tonus kaybi vardir. Tanida manyetik

rezonans degerlidir (25,45,61).

Gastrointestinal sistem: Proksimal kolon ve terminal ileumda makro ve mikroskopik

inflamasyon %60 hastada ilekolonoskopi ile gosterilmistir (18).
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Kardiyovaskiiler sistem: Aort yetmezligi, asendan aortada aortit, atrioventrikiiler blok
veya dal blogu seklinde olabilir (25,61,64,74). Bir¢cok calisma SpA’lerdeki kronik,
sistemik inflamatuar durumlarin kardiyak ve vaskiiler patolojilerin gelisiminde etkili
olabilecegini gostermistir (75). Uzun siireli AS olanlarda ve periferal eklem tutulumu

olanlarda kardiyovaskiiler sistem tutulumu daha siktir (76).

Solunum sistemi: Tiiberkiiloz kaynakli olmayan apikal fibrozis ve aspergillus
stiperenfeksiyonlar1 goriilebilir (77). Uzun siireli hastaligi olanlarda %1.3-15 arasinda
degisen oranda asemptomatik apikal pulmoner fibrozis goriilebilir. Spontan
pnomotoraks nadir bir komplikasyon olarak goriilebilir. Fibrotik hastalik ve sigara icimi
de spontan pnomotoraks i¢in risk faktoriidiir (78). AS’de gogiis ekspansiyonu azalir,
ancak diafragmatik fonksiyonlar nedeniyle total akciger ve vital kapasite bozulmaz.

Yillar sonra kavitasyon olabilir (25,45).

Renal hastalik: AS’de analjezik nefropatisinden bagka iki farkli renal hastalik goriiliir:
Bunlar Immiinoglobulin A (IgA) nefropatisi ve amiloidozdur (79). Hastalarin %]1-
3'tinde sekonder amiloidoz olusur. Proteiniiri ile belirti verir. Proteiniiri ayn1 zamanda
IgA nefropati belirtisi olabilir. Nonsteroidal antiinflamatuar ila¢ kullanimina bagl

olarak renal disfonksiyon gelisebilir (18).
AYIRICI TANI

Hiperparatiroidi, parapleji ve sarkoidozun sakroiliite neden olabilecegi akilda
tutulmahidir. Reiter sendromu/reaktif artrit, psoriatik artrit, inflamatuar bagirsak
hastaligi, SAPHO sendromu, intestinal bypass artriti gibi seronegatif spondilartropatiler
spondilartropatiler, pyojenik enfeksiyonlar, tiiberkiiloz ve brusella gibi enfeksiyoz
sakroiliit nedenleri ekarte edilmelidir (18). Bazi hastalar artropatinin baglangicindan

yillar sonra bile inflamatuar bagirsak hastaligiin klinik 6zelliklerini gostermez (80).

Difiiz idiopatik skeletal hiperosteozis (DISH) daha gec baslamasi, biiyiik, genis
ligamentdz ossifikasyonlar bulunmasi, sakroiliit olmamas1 ve HLA-B27 ile iligkisinin

bulunmamasi ile AS'den ayrilabilir (18).
2.9. ANKIiLOZAN SPONDILIiTTE DEGERLENDIRME

AS’de tedavinin etkinligini degerlendirmede kullanilan Ankilozan spondilit Calisma

Grubu (ASAS) AS’de tedavinin semptomatik sonuglarini degerlendirmek i¢in 5 temel
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parametre (fiziksel fonksiyon, agri, spinal mobilite, spinal katilik/enflamasyon ve
hastanin global degerlendirmesi) ve bunlarin her birini 6lgmek i¢in indeksler

belirlemistir (81).

AS’de agr1 ve tutuklugun degerlendirilmesinde gorsel analog dlgek (VAS) en etkili
yontemdir. Spinal mobilitenin degerlendirilmesinde a¢1 Olger, spondilometre,
inklinometre, artrospinometre vb. gereclerden yararlanilabilir. Ancak bu gereglerin
uygulama ve standardizasyon gii¢liigii nedeniyle klinikte en sik bagvurulan yontemler
oksiput-duvar ve tragus-duvar uzakligi, modifiye Schober testi, parmak ucu-fibula bas1

uzakligi, el-yer uzaklhigi ve gogiis ekspansiyonunun 6l¢iilmesidir (19).

Yirmi farkli klinik degerlendirme yontemi degerlendirilerek, iclerinde en yiiksek
gecerlilik, giivenilirlik, tekrarlanabilirlik ve degisime duyarlilik 6zelligi olan 5’1
secilerek Bath AS Metroloji Indeksi (BASMI) gelistirilmistir. BASMI ile radyolojik
degerlendirme arasinda da gii¢lii bir iliski bulunmus, tedavi ile olusan iyilesmeye
duyarli olusu nedeniyle de aksiyel etkilenmenin degerlendirilmesinde uygun bir yontem

olarak kullanima girmistir (82).

Fonksiyonel kapasiteyi belirlemek icin Bath AS Fonksiyonel Indeksi (BASFI)
secilmistir (81). Degisime duyarlilik agisindan ayni amagla gelistirilmis Dougados
Fonksiyonel Indeksinden (DFI) daha iistiin oldugu saptanmustir (22). Bath fonksiyonel
indeks daha kisadir, hafif dizabiliteyi tanimlamada daha duyarli oldugu ve fizik tedavi

uygulanan hastalarda tedavi etkinligini degerlendirmede yeterli oldugu bildirilmistir

(83).

Bath AS Hastalik Aktivite Indeksi (BASDAI) yorgunluk, spinal ve periferik eklem
agrisi, duyarlilik ve sabah katiligindan olusan 6 adet VAS ol¢iimiinden olusmaktadir
(84). Halsizlik, yorgunluk, boyun, sirt, bel veya kalca agrisi, eklem agrisi, sislik,
dokunmaya hassas bolgelerde agri, sabah tutuklugu diizeyi ve siiresi gibi degiskenleri
son bir haftalik siireyi dikkate alarak sorgular (85,86). Yaklasik bir dakikada

cevaplanabilir, giivenilir ve duyarl bir dl¢iimdiir (76).

Mander tarafndan 1987°de tanimlanan 66 entezisin basmakla duyarhiliginin
degerlendirildigi uzun ve zahmetli Mander Entesit Indeksi (MEI) yerine daha az sayida
entezisin degerlendirildigi gecerli ve giivenilir bir entezis indeksi tanimlanmustir.

Maastricht AS Entesit Skoru (MASES) ad1 verilen bu dlcek ile 1 ve 7. kostokondral
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eklem, posterior ve anterior iliak spinalar, iliak krista, asil yapigsma yeri cift tarafh
olarak, ayrica 5. lomber spindz ¢ikintinin basmakla duyarli olup olmadig1 degerlendirilir

(19).

Radyografik degerlendirmenin standardizasyonunu saglamak {iizere gelistirilen,
gecerlilik ve giivenilirligi kanitlanmig yontemler olan Bath AS Radyoloji Indeksi
(BASRI), Stoke AS Omurga Skoru (Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score-
SASSS) ve SASSS’nin modifiye bir biciminin (M-SASSS) degisime duyarlilik
acisindan karsilastirildigi bir ¢alismada en uygun yontemin M-SASSS oldugu
saptanmugtir (87,88). SASSS lomberde T12-L5 arasinda yer alan 6 intervertebral
aralikta Oon ve arka olmak iizere 0-3 arasinda skorlanarak elde edilirken, MASSS hem
lomberde, hem de servikalde C2-T1 arasinda sadece onde benzer bicimde skorlanir.
Ancak omurga ve kalca radyografilerinin degerlendirilmesini temel alan BASRI daha

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Inflamasyon bulgular1 olan ESH ve CRP tam da ve izlemde degerli olabilir ancak
omurga ve kimi zaman da periferik eklemlerde yikici degisiklikler gelismekte iken

hastaligin durumu ve siddetini tanimlamada ¢ogu kez yetersiz kalir (19).
2.10. TEDAVI

AS’nin tedavisi primer olarak hastaligin klinik ©6zelliklerine yonelik olmalidir: Bu

ozellikler;

1. Enflamatuar bel agrisi,

2. Tutukluk,

3. Periferik artrit,

4. Entesopatidir.

Tedavide kullanilacak ilacin su etkilere sahip olmasi istenmektedir:
1. Hastaligin progresyonunu azaltmak/geriletmek,

2. Fonksiyonel kapasiteyi korumak/diizeltmek,

3. Yasam kalitesini arttirmak (89).
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2.10.1. Non Steroidal Antiinflamatuarlar (NSAIQ)

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaclar (SOAI) AS tedavisinde kullamlan temel
ilaclardir (90). Indometazin en azindan hastalarin bir kismuinda en etkin NSAII’dir.
Diger bir sik kullanilan NSAIil’de naproksendir (91). Siklooksijenaz (COX-2)
inhibitorleri de iceren NSAIl’lerin kullanimini sinirlayacak sekilde gastrointestinal ve
olas1 kardiyovaskiiler toksik etkileri tartigmalidir (92). AS’li hastalarda yapilan 6
haftalik randomize, c¢ift kor plasebo kontrollii c¢alismada selekoksib (200mg/g),
ketoprofen (200mg/g) ve plaseboyla kiyaslanmaistir.

Primer sonlanma parametreleri olan agr1 (VAS) ve fonksiyonel bozuklukta (BASFI)
selekoksib ve ketoprofen ile belirgin azalma goriilirken plaseboda bu etki
goriilmemistir (93). Diizenli SOAI aliminin egzersizi kolaylastirarak eklemlerde olumlu
etki yapacagini ileri siiren arastirmacilar varsa da klinikte gastrointestinal (GI) yan

etkileri onlemek icin bu ilaclarin smirli kullanilmasi tercih edilir (94).
2.10.2. Methotreksate (Mtx)

Mtx’in AS hastalarinda yararli olduguna ait bircok veri mevcuttur (95). Birka¢ vaka
yaymninda tedaviye direncli AS vakalarinda yararh etkileri bulunmustur (96).
Metotreksate folik asitin yapisal benzeridir. Dihidrofolat rediiktaz enzimine baglanip,
inaktiflestirerek antimetabolit etki gosterir. Timidilat, inosinik asit ve diger purin
metabolitlerinin sentezi durur. Glisinin serine, homosisteinin metionine doniistimiinii
Onleyerek protein sentezini de inhibe eder. Metotreksate monoglutamattan
poliglutamata metabolize olur. Mtx poliglutamat diger folata bagl enzimleri (timidilat
sentetaz, 5 aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid transformulaz- AICAR) inhibe
eder. Enzim inhibisyonuna bagh antifolat etkisi tedavi edici etkisinden sorumludur.
AICAR inhibisyonu sonucu adenosin salimmmi uyarilir. Adenozin nétrofil
fonksiyonlarinin potent inhibitoriidiir ve antiinflamatuar 6zellikleri vardir. Adenosin pek
cok proinflamatuar sitokinin (IL-6, IL-8, TNFa) yapimimi da azaltir (97). Bu ilagla ilgili
AS’li hastalarda yapilan bir randomize kontrollii ¢alisma oral Mtx’m (7.5/hafta)
spondilit iizerine anlamli etkisini gostermede basarisiz olmus, fakat periferal artritte

biraz gelisme kaydedilmistir (98).
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2.10.3. Siilfasalazin (SSZ)

Siilfasalazin inflamatuar bagirsak hastaligi, romatoid artrit ve ankilozan spondilit
tedavisinde kullanilan bir hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaclardir (DMARD).
Inflamatuar bagirsak hastaligi ile AS iliskisinden dolayr AS tedavisinde SSZ
kullanimiyla ilgili bir ¢ok caligma yapilmustir. Siilfasalazin, 5- aminosalisilik asit (5-
ASA) ile siilfapiridinin bir azo bagi ile baglanmasi sonucu sentezlenen bir sentetik
ilagtir. Tla¢ alindiktan sonra kalin bagirsakta bakteriler tarafindan azo bag parcalanarak
5-ASA ve siilfapiridin agiga ¢ikar. Siilfasalazinde antiromatizmal etkinligin siilfapiridin,
antiinflamatuar etkinin de 5-ASA'ye baghh oldugu diisiiniilmektedir. Siilfasalazin
tedavisi ile AS'de gece agris1 ve sabah tutuklugu gibi klinik sikayetlerin yanmi sira
Lomber Antefleksiyonda El Parmak Zemin Mesafesi (EPZ), lomber Schober ve gogiis
ekspansiyonu gibi objektif bulgularda da olumlu etkiler kaydedilmistir.

AS'li hastalarda SSZ tedavisinin klinik tizerindeki olumlu etkileri, ESH ve Sakroiliak
indeks’te (SI) diismeye neden olmasi ilacin sakroiliak eklem ankilozu gibi gec
komplikasyonlar1 Onleyebilecegini ve wuzun sureli bir remisyon sagladigini

gostermektedir (90).
2.10.4. Kortikosteroidler

Kortikosteroid tedavisi semptomlarda hizli bir iyilesme saglayabilir. Diisiik doz oral
kullannminin  AS’de yararli olmadigi ve yan etkileri nedeniyle uzun siireli
kullanilmamasi gerektigi ileri siiriilmektedir (99). Lokalize sendromlar1 gidermede daha
etkilidir. Bu amagcla primer olarak monoartikiiler ya da oligoartikiiler tutulumlu
hastalarda eklem i¢ine uygulanmaktadir. Okiiler lezyonlarda (konjunktivit veya uveit)
topikal, entesit de ise intralezyonel uygulanabilmektedir (31). Sistemik medikasyona
cevap almamayan ve siddetli sakroiliak agris1 olan hastalarda sakroiliak ekleme uzun
etkili lokal glukokortikoid enjeksiyonlar1 yararli olabilirken bazi hastalarda etkili
bulunmamastir (100).

2.10.5. TNF alfa Antagonistleri

RA’I1 hastalarda TNF o’ nin rolii son yillarda arastirilmis, TNF a’y1 bloke eden ajanlarla
cesitli caligmalar yapilmis ve TNF o’nin eklem hasarmni ve hastalik progresyonunu
azaltic1 etkisi gosterilmistir. AS ile RA’nin etiyopatogenezi farkli olmakla birlikte,

AS’de de TNFo’'nin enflamasyonda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (99). Bir
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calismada AS’li hastalarin SI biopsilerinde yiiksek miktarda TNF o messenger RNA ve
protein bulunmustur (101). Etanersept, infliksimab, adalimumab gibi TNF alfa
inhibitorleri ¢ift kor plasebo kontrollii ¢calismalarda degerlendirilmistir. AS hastalarinin
yaklasik %801 anti TNF alfa tedaviye cevap verir ve yaklasik yarisi en az %50 diizelme
gosterir (102). Anti TNF tedavi iiveitin siklik ve tekrarini da azaltmaktadir. Bir anti
TNF ajana cevapsiz olan veya tolere edemeyen hastalar diger bir anti TNF ajana cevap

verebilir (103).

Infliximab kimerik (fare-insan) spesifik olarak TNF-o’ya baglanan bir anti- TNF
monoklonal antikorudur. Intravensz olarak uygulanir ve genellikle RA’da kullanilan 3
mg/kg 8 haftalik doza karsin AS icin geleneksel doz rejimi her 6 haftada bir 5
mg/kg’dir. Etanercept, TNF-a’ya baglanan ve onu inaktive eden insan IgGI'nin Fc
kismima bagli insan p75 TNF reseptoriiniin dimerik fiizyon proteinidir. Adalimumab

tam olarak insan kaynakli monoklonal TNF-a antikorudur (104).
2.11. OSTEOPROTEGERIN (OPG)

OPG, iki grup tarafindan belirgin farklilikla bagimsiz olarak kesfedilmistir. US’deki
Inc. Grup The Amgen sicanlarin intestinal karakterize cDNAs bir proje parcasi iizerine
bir molekiil kesfettiler. Japonyadaki Snow Brand Milk Grup insan embriyonik
fibroblastlarindan osteoklast baskilayici faktorii (OCIF) saflagtirdiklarini bildirmislerdir
(105). Kisa bir siire sonra cDNA siralamasi yapildiginda OCIF’ in OPG ile ayni oldugu
goriilmiistiir (106). Baslangicta 401 amino asitlik peptit olarak sentezlenen, 21 amino
asitlik propeptit kismin ayrilmasi ile sonucgta 380 amino asitlik olgun bir protein oldugu
bulunmustur. Diger tiim TNF reseptor siiper aile iiyelerinin aksine, OPG transmembran
ve sitoplazmik alanlardan yoksun ve ¢6ziinebilir bir protein olarak salgilanir. N-terminal
bolgede TNF reseptor 2 ve CD40 ile yakindan iligkili ve 4 sistein bakimindan zengin
alan bulunmustur. C-terminal bolgede iki 6liim alan1 homolog bélgeleri (D5 ve D6),
bunun yani sira bir heparin baglanma bolgesi iceren alan (D7) ve homodimerizasyon
icin gerekli bir sistein artig1 bulunmustur (105). Bu tip 6lim bolgeleri TNFR-1, DR3,
CD95/Fas ve TNF iliskili apoptozisi indiikleyen ligand (TRAIL) gibi apoptozis
mediyatorlerinin sitoplazmik bolgesinde bulunur. OPG’nin heparin baglayan bolgesi,
RANKL baglayan bolgesinden uzaktadir ve RANKL baglanmasi veya kemik yikimini
inhibe edici etkisi ile iliskili degildir (5).
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OPG yedi yapisal bolgeden olusur. OPG’nin 1. ve 4. bolgeleri osteoklastojenezi inhibe
edici aktiviteye sahiptir. OPG’nin 4. 5. ve 6. bolgelerinin apoptotik sinyalin iletimi ile
iliskili oldugu ve OPG’nin TRAIL’e baglanarak TRAIL’le indiiklenen apoptozisi inhibe
edebilecegi belirtilmistir. Hiicre disina 60 kDa’luk monomerik ve 120 kDa’luk disiilfit

bag1 iceren homodimerik, ¢oziiniir bir glikoprotein olarak salgilanir (5).

OPG, osteoblastlara ilave olarak, kalp, bobrek, karaciger ve dalak dahil bir cok hiicre
tipi tarafindan salgilanir (6). OPG, RANKL ve RANK arasindaki etkilesimi engelleme
yetenegine sahip ¢oOziinebilir tuzak reseptordiir ve TNF reseptor siiper ailesinin bir

tiyesidir (4).

Salgilanmas1 pek c¢ok sitokin, peptid, hormon ve ilag¢ tarafindan diizenlenir. Transforme
edici biiytime faktorii (TGF)-a, TGF-B, IL-1a, IL-18, kemik morfojenetik proteinleri ve
OPG mRNA seviyelerini artiran 17p-0stradiol bunlardan birkagidir. Kemik yikimini
arttirdig1 bilinen glukokortikoidler, osteoporoz ve vaskiiler hastalik olusturma egilimi
olan siklosporin A, paratiroid hormon (PTH), prostaglandin E2 (PGE2) ve fibroblast
biiylime faktorii-2 ise OPG sentezini inhibe ederler . OPG’nin sentezi ayni zamanda
osteoblastlarda osteoblastik kemik olusumunu da diizenleyen Wnt/B-katenin sinyali ile
de diizenlenmektedir (5). IL-1, TNF-a ve TGF-B OPG salgilanmasini artirirken; PTH,
PGE2 ve 1,25 D3 gibi kemik yikiminin ¢esitli uyaricilar1 OPG salgilanmasini azaltirlar
(107). Wnt/B-katenin yolu osteoblast soyu icin mezensimal hiicrelerin baglantis1 ve

osteoblastik kemik olusumunu diizenler (6).

OPG mRNA’s1 akciger, kalp, bobrek, karaciger, mide, bagirsak, beyin ve omurilik,
tiroid bezi ve kemik gibi bir¢ok dokuda bulunmustur (105).

OPG osteoklastlarin yaptigr kemik yikimini inhibe eder. Hipokalsemik ve antiresorptif

etkilidir (5).

OPG, RANK ile etkilesimi 6nlemesi i¢in RANKL’a yiiksek affinite ile baglanarak tuzak
reseptor olarak davranir (107). Sonug¢ olarak osteoklast farklilagsmasi ve aktivasyonu

inhibe olur ve RANKL kemik rezorpsiyonu olusturamaz (5).
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2.12. RESEPTOR AKTiVATOR NUKLEER FAKTOR KAPPA B (RANK)

RANK, TNF reseptor siiper ailesinin iiyesi, homotrimerik transmembran bir proteindir
(6). Reseptor aktivator niikleer faktor kappa B (RANK) osteoklastlarda bulunan ve
RANK ligand (RANKL) ile uyarilarak kemik yikimina neden olan reseptordiir (5).

RANK, insan kemik iligi kaynakli myeloid dendritik hiicrenin cDNA siralamasidan
Anderson ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilmisti. RANK gen dizini, tip 1
transmembran glikoprotein oldugunu ve ayrica gen haritas1 18q22.1 kromozom
izerinde lokalize yeni kesfedilen protein oldugunu gosterdi ve ayni1 zamanda TNFR’nin
iyesi oldugunu gostermistir. RANK, osteoklast onciilleri (dolasimdaki monositler)
olgun osteoklastlar, dendritik hiicreler, meme bezi epitelyum hiicreleri, meme kanser
hiicreleri ve prostat kanser hiicreleri gibi bir c¢ok cesitli hiicrelerin ylizeyinde

bulunmustur (107).

RANK; 28 amino asitlik sinyal peptit, 184 amino asitlik bir N-terminal ekstraselliiler
alan, 21 amino asitlik kisa bir transmembran alan ve 383 amino asitlik genis bir C-

terminal alan ile 616 amino asitlik bir peptittir (105).

RANKL’in RANK’a baglanmasi1 ile en az yedi hiicre ic¢i sinyal yolagi uyarilr.
Bunlardan dordii (NF-xB inhibitorii/NF-xB, c-jun aminoterminal kinaz/aktivator
protein-1, c-myc ve kalsinorin/uyarilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) cl)
dogrudan osteoklastojeneze aracilik eder. Diger iicii ise osteoklast aktivasyonuna (src ve
MKK6/p38/MITF) ve canliligini siirdiirmesine (src ve hiicre disi sinyal-diizenleyici
kinaz) aracilik eder. Preosteoklastlara RANKL’in baglanmasimi saglayan tek
reseptordiir (5). RANKL, RANK’a baglandiktan sonra olusacak sinyallerden ilki TNFR
iligkili faktor (TRAF)’lerin RANK’1n sitoplazmik kismindaki kendine 6zgii boliime
baglanmasidir (108,109). TRAF2, TRAFS5 ve TRAF6 hepsi RANK’a baglanmasina

ragmen bunlardan sadece TRAF6’nin osteoklastlar i¢cin 6nemli oldugu anlasilmistir (5).

Tiimor hiicre proliferasyonundaki RANK’in potansiyel rolii arastirilmaktadir ve

kanitlandig1 taktirde anti tiimor terapi icin gelecekte bir hedef olabilir (6).
2.13. TARTARAT DIRENCLI ASIiT FOSFATAZ (TRAP)

Tartarat direngli asit fosfataz kemik yikimmnin degerlendirilmesinde kinik degeri olan

osteoklastik aktivitenin belirteci olarak savunulur (110).
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Kemik rezorpsiyonunda osteoklastlar ve aktif makrofajlar tarafindan yiiksek miktarda
tip 5 tartarat direncli asit fosfataz salinir. Osteoklastlardan dolasima salinan TRAP ve
serum TRAP kemik rezorpsiyonunda faydali bir belirte¢ sayilir. Serumda TRAP’1n
TRAP-5a ve TRAP-5b olarak adlandirilan iki formu vardir (111).

Serum TRAP-5b, 16 ve 23 kDa altiinitelerden olusan disiilfit bagli polipeptit ile
proteolitik olarak islenmis seklidir. Bu iki izoform arasindaki 6nemli fark, 5a’da siyalik

asit varlig1 5b’de ise siyalik asitin olmamasidir (112).

Ozel antikorlarla ol¢iim ile veya flor kullanimi ile serum TRAP belirlenebilir (111).
Son zamanlarda TRAP-5b osteoklastlarin bir belirteci olarak kabul edilmistir.

Saflastirilmis insan osteoklastlarindaki TRAP tip 5b’dir (112).

TRAP kemik rezorpsiyonunda osteoklastlar, inflamatuar makrofajlar ve dendritik
hiicreler tarafindan yiiksek miktarda salinan bir enzimdir. TRAP-5a makrofajlar ve
dendritik huicrelerden, TRAP-5b osteoklastlardan tiretilir. Son veriler TRAP-5b’nin
kemik rezorpsiyonu ve osteoklastlarin belirteci oldugunu ve serum TRAP-5a’nin

inflamatuar sartlarin bir belirteci olarak faydali oldugunu gostermistir (113).

TRAP kemik, eritrosit, trombosit, dalak ve prostat da bulunan asit fosfataz izoenzim

ailesine aittir (114).

TRAP-5a’nin  N-bagh oligosakkaritlerinde siyalik asit bulunur ve tam bir polipeptittir.
TRAP-5a, 100-200 U/mg spesifik aktiviteye sahiptir ve optimum pH’1 5.2°dir. TRAP-
5b ise 1,000 ile 2,000 U/mg daha yiiksek bir spesifik aktivitesine ve 5.8’den daha
yilksek bir optimum pH’a sahiptir. TRAP-5a denatiire olmamis polikrilamid jel
elektroforezde 5b’den daha yavas gog¢ eder (115).

Cesitli avantajlar1 arasinda, serum TRAP-5b aktivitesi diisiik diiirnal varyasyona
sahiptir ve onun seviyesi beslenmeden etkilenmez ve bobrek veya karaciger
yetmezliginde dolasimda birikme yapmaz, serum Ornekleri giiniin herhangi bir

zamaninda toplanmis olabilir (116).

2.14. RESEPTOR AKTiVATOR NUKLEER FAKTOR KAPPA B LiGAND
(RANKL)

RANKL, osteoklastlarm hiicre membranindaki RANK’1 baglayan kemik erimesinin

giiclii bir uyaricisidir (8). RANKL, osteoblastlar ve olgunlasmamis Onciilleri, T
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lenfositler, B lenfositler ve megakaryositler de dahil olmak iizere ¢esitli kemik hiicreleri
tarafindan salgilanan tiimor nekrozis faktor (TNF) ile iliskili bir sitokindir (107). Insan
RANKL, yaklasik % 30’u TNF ile iligkili apoptoz tesvik edici ligand ve CD40 icin ve
yaklasik %20’si FAS ligand ile homolog olan 317 amino asitlik bir peptitdir. 40- 45
kDa’luk membrana bagl hiicresel form ve 31 kDa’luk ¢oziiniir form da olmak iizere 2
formda var oldugu gosterilmistir. RANKL mRNA’s1 kemik ve kemik iliginde yan1 sira
lenf dokularindan (lenf bezi, timus, dalak, fetal karaciger) yiiksek seviyelerde ifade
edilir. Kemikteki 6nemli rolii, osteoklast farklilagsmasi, aktivitesi ve osteoklast apoptoz
inhibisyonunun uyarilmasidir (105). Salgilanan protein proteolitik ayrilma veya
alternatif splicing sonucu membran formda elde edilmektedir. RANKL’1n proteolitik
ayrilmasi matriks metalloproteinazlar (MMP3 veya 7) veya ADAM (a disintegrin and
metalloprotease domain) tarafindan gercgeklestirilir (6). OPG ve RANKL iiretiminin,
PTH, PTH iliskili protein (PTH-rP), 1,25 dihidroksivitamin D3, Ostrojenler, transforme
edici biiylime faktorii (TGF), IL-1 ve TNF de dahil bir¢ok hormon ve sitokin tarafindan
diizenledigi diisiiniilmektedir (117). Reseptor aktivator niikleer faktor kappa B ligand
(RANKL), tiimor nekrozis faktor (TNF) ligand ailesinin bir iiyesidir, agirlikli olarak
TNF ve interlokin-1 (IL-1) gibi proinflamatuar sitokinler ile uyarilmasimi takiben
osteoblastlar ve aktive T hiicreleri tarafindan salgilanir. RANKL, onciil osteoklastlarin
yiizeyinde bulunan reseptorii RANK ile etkilesime girer (4). RANKL’ 1 kemikteki ana
gorevi osteoklast olusumunu ve apoptozun inhibisyonunu saglayarak kemik kaybi ve

rezorpsiyonunu artirmaktir (5).
2.15. KATEPSIN-K (Cat-K)

Katepsin K, osteoklast fonksiyonunda ve kemik matriks protein bilesenlerinin
bozulmasinda 6nemli rol oynayan bir sistein proteazdir. Katepsin K, tip 1 kollojen, tip 2
kollojen ve osteonektin gibi proteinleri parcalar. Katepsin K bu nedenle osteoporoz,
osteolitik kemik metastazi ve romatoid artrit gibi hastaliklarda kemik yikiminda ve
kemik remodellemesinde rol oynar (10). Katepsin K, lizozomlarin aktif bolgesinde ve
lizozom fonksiyonlarinda sistein icermesinden dolay1 lizozomal sistein katepsin K da
denilir. Cogu lizozomal sistein proteazlar gibi inaktif proenzim olarak sentezlenir.
Katepsin K; osteoklastlarda 6nemli seviyede, kalp, akciger, iskelet kasi, kolon,
yumurtalik ve plasentada diisiik seviyede salinir. Osteoklastlarda, katepsin K; tip 1

kollojen, osteopontin ve osteonektin gibi kemik matriks proteinlerinin bozulmasindan
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sorumludur. Olgun osteoklastlarda, katepsin K inaktif proenzim olarak sentezlenir ve
proteinin aktif formunda iiretilmek icin otoproteoliz tarafindan ayrilirlar. Bu aktif form
sonra ekstraselliiler lizozom i¢ine salinir (118). Osteoprotegerinin kemik erimesinde yer

alan ana enzim katepsin K salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (10).
2.16. MATRIKS METALLOPROTEINAZ-3 (MMP3)

Matriks metalloproteinazlar (MMP), c¢inko bagli endopeptidazlardir, normal biyolojik
fonksiyon icin gereklidirler ve bir ¢cok patolojik duruma katilirlar. MMP’ler, interlokin-
1 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlere yanit da fibroblastlar, makrofajlar, sinovial
hiicreler, endotelial hiicreler, notrofil ve kondrositler tarafindan uretilirler. MMP’lerin
aktivitesi proenzimlerin aktivasyonuna baglidir. MMP’ler o, -makroglobulinler ve
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMPs) gibi spesifik inhibitorler tarafindan
diizenlenirler (2). MMP3 (insan fibroblast sitromelsin olarak da bilinir) bag dokusu
hiicreleri tarafindan agirlikli olarak {iretilen metalloproteaz olarak salgilanir (119).
MMP-3 (stromelsin 1) agrekan, fibronektin, laminin ve kollojenleri iceren ekstraselliiler
matriks bilesenlerini hidrolizler ve pro-MMP-1 ve pro-MMP-9 gibi bir cok pro-
MMP’leri aktive eder (2).

2.17. TUMOR NEKROZiS FAKTOR-ALFA (TNF- o)

TNF’nin alfa ve beta olmak iizere 2 farkhi tipi vardir. TNF-a; aktif makrofajlar,
lenfositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan sentez edilir. TNF-f ise baglica

T lenfositlerden salinir (120).

26 kDa’lik bir transmembran monomeri (mTNF-a) olarak sentezlenir. TNF-a
doniistiiriicii enzim aracilig1 ile proteolitik boliinme sonucu 17 kDa’luk ¢oziilebilir
TNF-a (sTNF-0) molekiilii iiretilir. TNF-a primer olarak monosit ve makrofajlar

tarafindan yapilir (121).

Tiimor nekrozis faktor-oo (TNF-a) otoimmiin inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynayan bir sitokindir (12). TNF-o osteoklast i¢cin aktive edici ana
faktorlerden biridir. Bu sitokinin yiikselmesinin kemik metabolizmas: iizerinde birden
fazla zararh etkileri vardir. TNF-a, pluripotent projenitor hiicrelerdeki osteoblastlarin
farklilasmasini inhibe edebilir. TNF-a, osteoklast farklilasmasini uyarir ve osteoklastik
kemik yikimi artar. TNF-o osteoblastlara karsi duyarlilasirken, apoptoza karsi

osteoklastlar1 korur. Bu iki eylemin 6zet etkisi kemik olusumunun azalmasidir (13).



3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu calisma, Biyokimya Anabilim
Dali’'nda yapildi (Arastirma Projesi No: TSY-12-3673, Etik Kurul Onay No:
2011/438).

3.1 GEREC

Biyokimyasal olctimlerde, ELISA yikayict (Tecan), mikro ELISA reader (Tecan SLT
SPECTRA), sogutmal1 santrifiij (Sigma 3K 30), degisik 0lcli ve markalarda otomatik

pipetler, cam pipetler, beherler ve polistren tiipler kullanildi.

Calismada kullanilan ¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi. Calismada kullanilan tiim
cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin boyunca %?20’lik HNO;

icinde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi.
3.1.1.Hasta Grubu

Bu calisma icin 1 Eyliil 2011-1 Mart 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigine bagvuran, tan1 veya smiflama
kriterlerine gore AS tamisi alan 30 hasta secildi. Hastalarin hepsi ¢alisma hakkinda
bilgilendirildi. Calisma protokolii Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu

tarafinda onaylandi.

Tiim hastalarin tam kan sayimi ve rutin biyokimya analizleri yapildi. Hastalarin boylar1

ve kilolar1 olgiilerek, kg/m® formiilinden viicut kiitle indeksleri (VKI) hesaplandi.
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Hastalar aktif ve inaktif olarak iki gruba ayrilmistir. Bu ayrimin yapilmasinda ESH ve
CRP degerleri dikkate alinmustir.

3.1.2. Kontrol Grubu

Bu calismaya Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigine basvuran, rutin biyokimya
ve tam kan sayimi sonuglar1t normal sinirlar icinde bulunan, sistemik hastaligi olmayan,
herhangi bir ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen 19 saglikhi birey kontrol grubu olarak

secildi. Kontrol grubunu olusturan saglikli kisilerden bir kez kan alindi.
3.2. YONTEM

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan venoz kanlar , +4 °C’de 10 dakika 3000 rpm’ de

santrifiij edildi. Ayrilan plazma ve serumlar, -70 °C’ de saklandi.
3.2.1.Rutin Biyokimya Analizleri

Hasta ve kontrol grubunun serum orneklerinde, TG, TC, HDL-C ve LDL-C diizeyleri
ile tam kan saymm analizleri yapildi. Bu analizler, Merkez Biyokimya
Laboratuvari’ndaki, Architect 16000 marka otoanalizorde ve Siemens marka tam

kan sayimi cihazinda uygun ticari kitler kullanilarak yapildi.
3.2.2. Osteoprotegerin Olciimii

OPG diizeyi, ADIPOBIOSCIENCE marka (Katalog No: SK00762-01) ELISA kiti ile
sleiildi.

Prensip

Metodun prensibi, kantitatif sandvi¢ enzim immiinokimyasal 6l¢iim esasina dayanir.
Plate kuyucuklarinda bulunan antikor iizerine, Once isaretsiz antijen (numune), daha
sonra isaretli antijen ardisik olarak eklenir. Isaretli ve isaretsiz antijen, antikorun
baglanma bolgesi icin yarisirlar. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortamia eklenen enzim,
antikor-isaretli antijen kompleksine baglanir. Enzim substratinin da ilavesiyle olusan

rengin siddeti 450 nm’de okunur.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e OPG Standard:: Liyofilize haldeki standart, dilusyon tamponu ile dilue edilerek
62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.
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¢ Detection Antibody: Liyofilize haldeki antikor caligma Oncesi dilusyon tamponu

ile dilue edilerek hazirlandi.

e Streptavidin-HRP Konjugati: Liyofilize haldeki konjugat dilusyon tampon ile

dilue edilerek hazirlandi.
® Substrat solusyonu

e Stop solusyonu

Tablo 3.1. OPG Calisma Prosediirii

Standart Numune Kor
Dilusyon tamponu - - 100 uL
Standart 100 uL -
Numune - 100 uL

Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

4 defa yikandi
Detection Antibody 100 uL 100 uL 100 uL
Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildikten sonra, her bir kuyucuk yikama tamponu ile, 4 kere
yikandi.

Streptavidin-HRP konjugati 100 uL 100 uL 100 uL
Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra, her bir kuyucuk yikama tamponu ile, 4 kere
yikandi.

Substrat solusyonu 100 uL 100 uL 100 uL

30-45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Stop solusyonu 100 uL 100 uL 100 uL

30dakika icerisinde 450 nm’ de okundu.

OPG standart grafigi yardimiyla numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu bilgisayarda hesaplandi. OPG seviyeleri, pg/mL olarak verildi.



26

y=0,002x+ 0,216

0 . . pg/mL
0 500 1000 1500

Sekil 3.1. OPG standart grafigi

3.2.3. TRAP-5b Olciimii
TRAP-5b 6l¢iimii QUIDEL marka (REF 8036) ELISA kiti ile yapildi.
Prensip

Metodun prensibi, immun yakalayici enzim 6l¢iim esasima dayanir. Serumdaki inaktif
TRAP-5b fragmanlar1 aktif TRAP-5b tespitinde interferansa neden olabileceginden,
TRAP-5b olctimleri Trk49 ve Trk62 isimli iki farkli monoklonal antikor kullanilarak
yapilir. Inaktif TRAP-5b fragmanlarina karsi yiiksek oranda spesifik olan Trk49, bu
fragmanlara baglanarak, Trk62’nin numunedeki aktif TRAP-5b’ye baglanmasini
kolaylastirir. Inkiibasyon sonrasi aktif TRAP-5b’ye baglanmamis maddeler yikama ile

uzaklastirilir. Enzim substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 405 nm’de okunur.
Reaktifler:
¢ Yikama tamponu
¢ Numune seyreltici
e Standartlar: Liyofilize haldeki standart, deiyonize su ile dilue edilerek hazirlandi.
® Substrat solusyonu

e Stop solusyonu
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Tablo 3.2. TRAP-5b Calisma Prosediirii

Standart Numune

Standart 50 uL -

Numune - 50 uL

18-28 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra 3 kez yikandi.

Substrat solusyonu 100 uL 100 uL

37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Stop solusyonu 50 uL 50 uL.

405 nm de okundu.

TRAP-5b standart grafigi yardimiyla numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu hesaplandi. TRAP-5b seviyeleri, U/L olarak verildi.

0.D.

0,9 4 yv=0,056x

08 - r= O,QV

u/L

15 20

Sekil 3.2. TRAP-5b standart grafigi

3.2.4. RANKL Olciimii

RANKL (Total) diizeyi, BIOVENDOR marka (Katalog No: RD193004200R) ELISA
kiti ile yapild1.

Prensip

Metodun prensibi, sandvi¢ enzim immiinokimyasal Olciim esasina dayanir. Plate

kuyucuklarinda bulunan antikor {izerine isaretsiz antijen (numune) eklenir. 16-20 saat
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inkiibe edilir ve yikanir. Daha sonra isaretli antijen eklenerek inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyondan sonra baglanmanus antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Inkiibasyon
sonrasi reaksiyon ortamia eklenen enzim, antikor-isaretli antijen kompleksine baglanir.

Enzim substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur.
Reaktifler

¢ Yikama solusyonu

¢ Diliisyon tamponu

* Biotin isaretli antikorlar

¢ Sreptavidin-HRP konjugati

e Standartlar: Liyofilize haldeki standart, diliisyon tamponu ile uygun oranlarda
dilue edilerek, 0.5, 1, 2, 4, 8 pmol/L konsantrasyonlarinda standart seri

hazirland.
e Substrat solusyonu
e Stop solusyonu

Tablo 3.3. RANKL Calisma Prosediirii

Standart Numune

Standart 100 uL -

Numune - 100 uL

2-8 °C’de, 16-20 saat, 300 rpm’ de inkiibe edildikten sonra yitkama solusyonu ile 5 defa yikandi.

Biyotin isaretli antikor 100 uL 100 uL

1 saat oda sicakliginda 300 rpm de inkiibe edildi.

Yikama solusyonu ile 5 defa yitkama yapildi.

Streptavidin- HRP konjugati 100 uL 100 uL

1 saat oda sicakliginda ve 300 rpm’de inkiibe edildikten sonra yikama solusyonu ile 5 defa yikandi.

Substrat solusyonu 100 uL 100 uL

25 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Stop solusyonu 100 uL 100 uL

450 nm dalga boyunda okundu.
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RANKL standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu hesaplandi. RANKL seviyeleri, pmol/L olarak verildi.

0.D.
0,9

08 +
0,7 +
0,6 -
05
04 -
03 -
02
01 -

Sekil 3.3. RANKL standart grafigi

3.2.5. KATEPSIN K Ol¢iimii

Katepsin K diizeyi, CUSABIO marka (Katalog No: CSB-E09438h) ELISA Kkiti ile
olciildii.

Prensip

Metodun prensibi, sandvi¢ enzim immiinokimyasal Olciim esasina dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan antikor iizerine isaretsiz antijen (numune) eklenir. Inkiibe edilir
ve yikanir. Daha sonra isaretli antijen eklenerek inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan
sonra baglanmamis antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon

ortamina eklenen enzim, antikor-igaretli antijen kompleksine baglanir. Enzim

substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur.
Reaktifler
¢ Yikama Tamponu

¢ Biyotin isaretli antikor: Calisma Oncesinde biyotin antikoru diliienti ile 1:100

oraninda dilue edilerek hazirlandi.
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e Streptavidin-HRP konjugat: Calisma Oncesinde Streptavidin-HRP  konjugat

diliienti ile 1:100 oraninda dilue edilerek hazirland:.

e Standartlar: Liyofilize haldeki standart, standart diliienti ile diliie edilerek 1.56,
3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 pmol/L konsantrasyonlarinda standart seriler

hazirlandi.

Tablo 3.4. Katepsin K Calisma Prosediirii

Standart

Numune

Standart

100 uL

Numune

100 uL

37 °C’ de 2 saat inkiibe edildikten sonra s1v1 kalmayacak sekilde yikandi.

Biyotin isaretli antikor 100 uL 100 uL
37 °C’ de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3 kez yikandi.
Streptavidin-HRP konjugat 100 uL 100 uL
37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3 kez yikandi.
Substrat solusyonu 90 uL 90 uL.
37 °C’de ,15-30 dakika, karanlikta inkiibe edildi.
Stop solusyonu 50 uL 50 uL.

30 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda okundu.

Human Katepsin K standart grafigi

yardimiyla,

numunelerin - vermis oldugu

absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. Katepsin K seviyeleri, pmol/L olarak verildi.
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Sekil 3.4. Katepsin K standart grafigi
3.2.6. MMP-3 Olciimii

MMP-3 6l¢iimii, eBioscience marka (Katalog No: BMS-2014/2) ELISA kiti ile yapildi.
Prensip

Metodun prensibi, sandvi¢ enzim immiinokimyasal Olciim esasina dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan antikor iizerine isaretsiz antijen (numune) eklenir. Inkiibe edilir
ve yikanir. Daha sonra isaretli antijen eklenerek inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan
sonra baglanmamis antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon
ortamina eklenen enzim, antikor-igaretli antijen kompleksine baglanir. Enzim

substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur.
Reaktifler

¢ Yikama Tamponu

e Calisma tamponu

e Detection Antibody: Detection antibody karisimi deney tamponu ile 1:100

oraninda dilue edilerek hazirlandi.

e Standartlar: Liyofilize haldeki standart, distile su ile dilue edilerek 0.06, 0.13,

0.25, 0.5, 1, 2, 4 ng/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.



Tablo 3.5. MMP-3 Caligsma Prosediirii

Calisma

Standart Numune
Standart 100uL -
Numune - 100uL

Calisma tampon

Oda sicakliginda 2 saat 300 rpm’ de inkiibe edildikten sonra 4 kez yikandi.

Detection Antibody

100uL

100uL

Oda sicakliginda 1 saat 300 rpm’ de inkiibe edildikten sonra 4 kez yikandi.

Substrat solusyonu

100uL

100uL

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 4 kez yikandi.

Stop solusyonu

100 uL

100 uL

450 nm dalga boyunda okundu.
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Human MMP-3 standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu hesaplandi. MMP-3 seviyeleri ng/mL olarak verildi.
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Sekil 3.5. MMP-3 standart grafigi

3.2.7. TNF-a Olciimii

TNF-a diizeyi, AVIBION marka (Katalog No: TNFa021) ELISA Kkiti ile ol¢iildii.
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Prensip

Metodun prensibi, sandvi¢ enzim immiinokimyasal Olciim esasmna dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan antikor iizerine isaretsiz antijen (numune) eklenir. Inkiibe edilir
ve yikanir. Daha sonra isaretli antijen eklenerek inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan
sonra baglanmamis antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon
ortamma eklenen enzim, antikor-isaretli antijen kompleksine baglanir. Enzim

substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur.
Reaktifler

e Standartlar: Liyofilize haldeki standartlar, numune diliienti ile diliie edilerek
15.6, 31.25, 62.5, 125, 250, 500 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri

hazirlanda.
® Yikama tamponu
® Biyotin isaretli antikor

e Streptavidin-HRP konjugat

Tablo 3.6 TNF-a Calisma Prosediirii

Standart Numune

Standart 50 uL -

Numune - 50 uL.

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra 5 kez yikandi.

Biyotin isaretli antikor 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 5 kez yikandi.

Streptavidin-HRP konjugat 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 5 kez yikandi.

Substrat solusyonu 50 uL 50 uL

Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

Stop solusyonu 25l 25 uL

450 nm dalga boyunda okundu.
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Human TNF-a standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu hesaplandi. TNF-a seviyeleri pg/mL olarak verildi.
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Sekil 3.6. TNF-a standart grafigi

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Veriler, SPSS 15.0/Windows programi kullanilarak analiz edildi. Tanimlayici
istatistikler, ortalama, standart sapma ve yiizde olarak verildi. Normal dagilima uygun
olmayan degiskenler nonparametrik testlerle degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
test parametreleri icin ise parametrik testler yapildi. AS ve kontrol grubundan elde
edilen biyolojik materyalde calisilan parametrelerin karsilastirilmasinda normal dagilan
testler icin Bagimsiz Iki Ornek ¢ testi, normal dagilim gdstermeyen parametreler icin
Mann Whitney U testi yapildi. Korelasyon analizi Spearman korelasyon testi

kullanilarak yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun yas, kilo, boy, viicut kiitle indeksi (VKI) bulgular1 Tablo
4.1‘de gosterildi. Hasta ve kontrol grubu arasinda yas, kilo, boy, VKI agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: goriildii (p>0.05).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunun, yas, kilo, boy, VKi bulgularinin karsilastirilmasi

Parametreler Hasta Grubu (n:30) Kontrol Grubu (n:19) P

Yas (y1l) 37.67£10.23 41.11+£10.70 0.266
Kilo (kg) 74.74£13.04 74.11£12.63 0.870
Boy (cm) 167.07+8.87 170.84+9.25 0.160
VKIi (kg/m?) 26.75+4.12 26.24+4.59 0.689

Hasta ve kontrol grubunun CBC degerleri ve lipid parametreleri karsilastirildiginda,
hasta grubunun WBC, PLT degerleri kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek
bulunurken (p<0.05), Hb degeri kontrol grubunda anlaml olarak yiiksek bulunmustur
(p<0.05) (Tablo 4.2.).



Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunun, CBC degerleri ve lipid parametrelerinin karsilastiriimasi

Parametreler Hasta Grubu (n:30) Kontrol Grubu (n:19) )/

WBC (1073/uL) 8.07+2.23 6.87+1.66 0.049
Hb (g/dL) 13.96+1.66 15.28+1.67 0.009
PLT (1073/uL) 321.80+83.71 275.89+55.42 0.025
TC (mg/dL) 179.27+35.31 195.00+28.70 0.110
LDL-C (mg/dL) 103.03+29.37 116.75+24.75 0.098
TG (mg/dL) 136.33+59.17 156.00+71.09 0.300
HDL-C (mg/dL) 46.07+10.57 47.05+11.20 0.759
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Hasta ve kontrol grubunun biyokimyasal bulgularina bakildiginda, hasta grubunun ESH,

CRP ve AST degerlerinin anlaml sekilde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo

4.3).

Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunun biyokimyasal bulgularinin kargilastiriimasi

Parametreler Hasta Grubu (n:30) Kontrol Grubu (n:19) P

ALP (U/L) 92.87+£32.99 78.26 +20.88 0.092
BUN (mg/dL) 12.00+£3.24 11.37£2.63 0.479
Cr (mg/dL) 0.69+0.25 0.78+0.13 0.150
GLUKOZ (mg/dL) 87.00 (78.75-99.50) 87.00 (85.00-90.00) 0.674
ESH (mm/saat) 22.00 (13.75-33.25) 3.00 (2.00-8.00) 0.001
CRP (mg/L) 8.48 (3.33-18.75) 3.34(3.34-3.34) 0.010
AST (U/L) 23.50 (20.50-28.25) 16.00 (14.00-23.00) 0.004
ALT (U/L) 23.00( 15.75-36.00) 16.00 (10.00-28.00) 0.062
TP (g/dL) 7.60 (7.30-7.80) 7.40(7.20-7.70) 0.201
ALBUMIN (g/dL) 4.39+0.39 4.43+0.35 0.741
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Hasta ve kontrol grubunun OPG, RANKL, MMP-3, TRAP-5b, Cat-K, TNF-q,
OPG/RANKL degerleri karsilastirildiginda, hasta grubunun OPG, RANKL, TNF-a,
MMP-3 degerlerinin kontrol grubuna gore anlaml sekilde yiiksek oldugu gozlendi
(p<0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Hasta ve kontrol grubunun, OPG, RANKL, MMP-3, TRAP-5b, Cat-K, TNF-a, OPG/RANKL
degerlerinin karsilastirilmasi

Parametreler Hasta Grubu (n:30) Kontrol Grubu (n:19) p

OPG (pg/mL) 1112.154559.07 672.58+290.29 0.001
RANKL (pmol/L) 2.04 (1.15-2.75) 1.01 (0.57-1.95) 0.032
MMP-3 (ng/mL) 14.5248.57 10.07+4.93 0.027
TRAP-5b (U/L) 2.07 (1.71-3.48) 2.68 (2.10-3.22) 0.186
Cat- K (pmol/L) 96.43 (63.19-142.36) 96.43 (69.44-139.68) 0.743
TNF-o. (pg/mL) 146.50 (92.08-221.83) 99.33 (73.00-110.00) 0.003
OPG/RANKL 934.11£1243.02 3418.16+11021.91 0.561

Aktif ve inaktif hasta gruplar1 arasinda yas, kilo, boy, VKI bulgular1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Aktif ve inaktif hasta gruplarinin yas, kilo, boy, VKI degerlerinin karsilastiriimast

Parametreler Aktif Hasta Grubu (n:18) | inaktif Hasta Grubu (n:12) p

Yas (y1l) 40.39 + 10.68 33.58 £8.34 0.074
Kilo (kg) 76.52 £13.29 72.08 £12.75 0.371
Boy (cm) 168.89 £9.25 164.33 £7.87 0.172
VKI (kg/m®) 26.78 +£4.08 26.70 £4.35 0.961

Aktif ve inaktif hasta grubu arasinda, CBC degerleri ve lipid parametreleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: goriildii (p>0.05) (Tablo 4.6).



Tablo 4.6. Aktif ve inaktif hasta grubunun, CBC degerleri ve lipid parametrelerinin karsilastiriimasi

Parametreler Aktif Hasta Grubu (n:18) | inaktif Hasta Grubu (n:12) )/

WBC (1073/uL) 8.38+2.46 7.60 +1.82 0.358
Hb (g/dL) 13.89 +1.77 14.05 £ 1.54 0.806
PLT (1073/uL) 329.89 £76.12 309.67 £96.18 0.526
TC (mg/dL) 105.30 + 34.81 99.63 £19.50 0.613
LDL-C (mg/dL) 140.39 + 64.27 130.25 £52.72 0.654
TG (mg/dL) 44.62 £8.57 48.25 +£13.14 0.366
HDL-C (mg/dL) 172.50 (147.50-211.00) 183.00 (171.25-198.00) 0.950
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Aktif ve inaktif hasta grubunun biyokimyasal bulgularina bakildiginda, aktif hasta
grubunun ALP, ESH ve CRP degerlerinin anlamli olarak yiiksek oldugu goézlendi
(p<0.05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Aktif ve inaktif hasta grubunun, biyokimyasal bulgularinin karsilastiriimasi

Parametreler Aktif Hasta Grubu (n:18) | Iinaktif Hasta Grubu (n:12) p

ALP (U/L) 103.67 £ 36.14 76.67 £19.34 0.025
BUN (mg/dL) 12.67 £3.38 11.00 £2.86 0.171
Cr (mg/dL) 0.76 £0.22 0.59 £0.27 0.068
GLUKOZ (mg/dL) 85.50 (74.00-109.25) 88.50 (80.00-90.75) 0.983
ESH (mm/saat) 30.00 (18.00-37.50) 15.50 (6.75-24.50) 0.028
CRP (mg/L) 14.70 (9.49-29.93) 3.32 (3.30-4.45) 0.001
AST (U/L) 25.50 (20.50-32.25) 21.50 (18.75-23.75) 0.072
ALT (U/L) 27.50 (18.75-36.25) 19.50 (12.00-35.50) 0.325
TP (g/dL) 7.55 (7.30-7.73) 7.75 (7.27-7.90) 0.465
ALBUMIN (g/dL) 4.30+0.42 4.53+£0.30 0.120
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Aktif ve inaktif hasta grubunun OPG, RANKL, MMP-3, TRAP5b, Cat-K, TNF-q,
OPG/RANKL degerleri karsilastirildiginda, aktif hasta grubunun OPG/RANKL

oraninda anlamli yiikseklik goriilirken (p<0.05), diger parametreler arasinda anlamli

farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Aktif ve inaktif hasta grubunun, OPG, RANKL, MMP-3, TRAP-5b, Cat-K, TNF-a,
OPG/RANKL degerlerinin karsilastirilmasi

Parametreler Aktif Hasta Grubu (n:18) | Iinaktif Hasta Grubu (n:12) p

OPG (pg/mL) 1219.88 + 647.43 950.56 + 358.79 0.201
RANKL (pmol/L) 2.04 £1.67 2.39+1.36 0.565
MMP-3 (ng/mL) 14.23 £7.85 14.95 £9.90 0.827
TRAP-5b (U/L) 2.10 (1.71-3.70) 1.99 (1.58-3.26) 0.632
Cat- K (pmol/L) 100.15+48.13 120.93+58.75 0.298
TNF-a (pg/mL) 181.50 (98.92-225.08) 116.33 (89.83-163.00) 0.185
OPG/RANKL 1266.83 + 1558.96 490.48 £ 320.44 0.039

Hasta grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda, OPG aktivitesi ile hem MMP-3
seviyesi arasinda (p=0.016, r=0.437), hem de OPG/RANKL oran1 arasinda pozitif
korelasyon (p=0.016, r=0.453) bulundu. RANKL aktivitesi ile OPG/RANKL orani
arasinda ise negatif korelasyon (p=0.001, r=-0.731) bulundu.

Kontrol grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda, OPG aktivitesi ile MMP-3
seviyesi arasinda pozitif korelasyon (p=0.009, r=0.598) bulundu. RANKL aktivitesi ile
OPG/RANKL oram arasinda (p=0.001, r=-0.900), TRAP-5b aktivitesi ile Cat-K
aktivitesi arasinda negatif korelasyon (p=0.046, r=-0.463) bulundu.



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismamizda ankilozan spondilitli hastalarda osteolitik ve antiosteolitik etkiye
neden olan cesitli faktorlerin degerlendirilmesini amagladik. AS hasta grubumuz aktif

ve inaktif hasta grubundan olusmaktaydi.

AS baglica tutulum yeri sakroiliak eklemler ve omurga olan kronik inflamatuar
romatizmal bir hastaliktir (11). Cogunlukla sakroiliak eklemlerle birlikte aksiyal
iskeletin tamamini etkileyen ancak periferik eklemleri ve akciger, kardiyovaskiiler
sistem ve goz gibi ekstraartikiiler organlar1 da tutabilen romatizmal bir hastaliktir (122).
Agirlikl olarak geng eriskin erkeklerde goriiliir ve human 16kosit antijen (HLA)-B27 ile
giiclii bir iliskisi oldugu bildirilmektedir (7).

AS etiyolojisi bilinmeyen, diinya genelinde prevalanst %0.9’a varan inflamatuar bel
agris1 ile karakterize, siklikla periferik artritin eslik ettigi kronik bir romatizmal hastalik

olarak bilinmektedir (99).

RANKL, TNF ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler ile stimiile edilmesinin ardindan
aktive T hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan salgilanan, TNF ligand siiper ailesinin bir
tiyesidir. RANKL’ 1, osteoklast olusumunu, aktivasyonunu ve sag kalimini uyararak,
onciil osteoklastlarin  ylizeyindeki reseptorii RANK ile etkilesime girdigi

bildirilmektedir (4).
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OPG, RANKL/RANK etkilesimine miidahale ederek, osteoklastlarin ve onlarin
onciillerinin aktivasyonu ve olgunlagsmasini inhibe eder. OPG, RANKL i¢in ¢Oziiniir bir
tuzak reseptordiir. RANKL/RANK ve OPG dengesinin, kemik sekillenmesinde ve

kemik kaybinin diizenlenmesinde merkezi bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (8).

OPG ve RANKL iiretiminin, PTH, PTH iliskili protein (PTH-rP), 1,25
dihidroksivitamin D3, Ostrojenler, transforme edici biiyiime faktorii (TGF), IL-1 ve TNF

de dahil bir¢ok hormon ve sitokin tarafindan diizenledigi diisiiniilmektedir (117).

Bu calismamizda AS’li hasta grubu ile kontrol grubunu karsilastirdiZimizda RANKL
aktivitesini yliksek bulduk. Ayrica RANKL aktivitesini aktif hasta grubunda inaktif
hasta grubuna gore istatistiksel olarak farksiz bulduk. Chen et al. (7) gore
caligmalarinda AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore RANKL eseviyesini yiiksek
bulmuslardir. Kim et al. (8) bizim ¢alismamizi destekler nitelikte RANKL seviyesini
yilksek bulmuglardir. Stuphann et al. (1) yaptiklar1 calismada AS’li hastalarda T
hiicrelerinde CD8+ ve CD4+ de intraseliiler RANKL ifadesini yiiksek, membran bagl
RANKL ifadesini ise diisilk bulmuslardir. Yapilan literatiir calismasinda RANKL
seviyesinin diisiik bulundugu caligmaya rastlanmadi. RANKL’1n kemikteki ana gorevi
osteoklast olusumunu ve apoptozun inhibisyonunu saglayarak kemik kayb1 ve
rezorpsiyonunu arttirmaktir (5). Bu nedenle RANKL seviyesinde artis olabilecegini

diistiniiyoruz.

OPG, osteoblastlara ilave olarak kalp, bobrek, karaciger ve dalak dahil ¢esitli hiicre
tipleri tarafindan salgilanir. OPG’nin saliniminin cesitli sitokinler, hormonlar, biiyiime
faktorleri aynm1 zamanda Wnt/B-katenin tarafindan osteoblastlarda diizenlendigi

bildirilmektedir (6).

Bu ¢alismamizda AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gére OPG aktivitesini yiiksek
bulduk. Ayni zamanda OPG/RANKL oraninda fark bulunamadi. Chen et al. (7)
yaptiklar1 ¢calismada AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore OPG seviyesi yiiksek
bulunmustur. Grisar et al. (123) calismalarinda bizi destekler nitelikte OPG seviyesini
yiiksek bulmuslardir. Franck et al. (9) yaptiklar1 calismada ise AS’li hastalar ile kontrol
grubu karsilastirildiginda OPG  diizeyinin  diisik c¢iktigir  goriilmiistir.  OPG,
RANKL/RANK etkilesimine miidahale ederek, osteoklastlarin ve onlarm Onciillerinin
aktivasyonunu ve olgunlagsmasini inhibe eder. Bu nedenle OPG seviyesindeki artisin

RANKL seviyesindeki artisa kompensatuar oldugunu diisiindiik. Ayrica bu
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calismamizda OPG seviyesi aktif hasta grubunda inaktif hasta grubuna gore yiiksek
bulunmustur fakat istatistiksel olarak anlamli degildir. Aktif ve inaktif hasta grubu
karsilastirildiginda OPG/RANKL oran1 aktif hasta grubunda anlamli yiiksek
bulunmustur. Bu nedenle AS’li hastalarda OPG/RANKL oranmin aktif ve inaktif hasta
ayriminda 6nemli bir belirte¢ oldugunu diisiindiik. Ilerleyen zamanlarda bu konu
hakkinda daha fazla calisma yapilmasiyla OPG/RANKL orani AS’li hastalarda hastalik

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

TNF-a osteoklast icin aktive edici ana faktorlerden biridir. Bu sitokinin yiikselmesinin
kemik metabolizmasi iizerinde birden fazla zararh etkileri vardir. TNF-a, pluripotent
projenitdr hiicrelerdeki osteoblastlarin  farklilagsmasin1i inhibe edebilir. TNF-a
osteoblastlara kars1 duyarlilasirken apoptoza karsi osteoklastlar1 korur. Bu iki eylemin
Ozet etkisi kemik olusumunun azalmasidir (13). Cesitli inflamatuar hiicreler arasinda
periferik kan monositleri; IL-1B3, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri iiretme

kapasitesine sahiptir (124).

Bu ¢alismamizda AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore TNF-a aktivitesini yiiksek
bulduk. Ayrica TNF- o aktif hasta grubunda inaktif hasta grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh fark bulunamamistir. Bal ve ark. (14) yaptiklar1 ¢calismada AS’li hasta
grubunda kontrol grubuna gore TNF-a seviyesini yiiksek bulmuslardir. Bir bagka
caligmada da TNF-a seviyesi yiiksek bulunmustur (125). TNF-a osteoklast
farklilasmasint uyardigindan ve osteoklastik kemik yikimini arttirdiZindan TNF-a

seviyesinde bir artisin olabilecegini diisiindiik.

MMP-3, (insan fibroblast stromelsin olarak da bilinir) agirhikli olarak bag dokusu
hiicreleri tarafindan iiretilen bir metalloproteazdir. Sinovial biyopsilerdeki MMP-3
ekspresyonunun yiiksek seviyelerinin, AS hastalarinda hastalik aktivitesinin giiclii
belirleyicisi oldugu bildirilmektedir (119). MMP’lerin aktivitesi proenzimlerin
aktivasyonuna baglidir. MMP’lerin o,-makroglobulinler ve metalloproteinazlarin doku
inhibitorleri (TIMPs) gibi spesifik inhibitorler tarafindan diizenlendigi bildirilmektedir
(2).

Bu calismamizda AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore MMP-3 aktivitesini
yiiksek bulduk. Chen et al. (2) yaptiklar1 ¢calismada ankilozan spondilitli hastalarda
MMP-3 seviyesi saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek c¢iktigini

bulmuslardir. Baz1 ¢calismalarda da serum MMP-3 seviyesi bizim ¢alismamizi destekler
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nitelikte yliksek bulunmustur (11,16). MMP’ler, interlokin-1 ve TNF-a gibi
proinflammatuar sitokinlere yanit olarak fibroblastlar, makrofajlar, sinovial hiicreler,
endotelial hiicreler, notrofil ve kondrositler tarafindan {iretildiginden TNF-a
seviyesindeki artig ile birlikte MMP-3 seviyesinde de bir artisin meydana gelebilecegini
diisindiik. Calismamizda; MMP-3 aktivitesi aktif hasta grubu ile inaktif hasta grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunamamistir. Ayrica, MMP-3 ile ESH ve
CRP degerleri arasinda korelasyon bulunamamistir. Fakat MMP-3’iin hastaligin
aktivitesinin degerlendirilmesinde ESH ve CRP’ye gore daha duyarli ve spesifik bir
belirte¢ olmasindan dolay1r biz de MMP-3 aktivitesini aktif hasta grubunda yiiksek
bekliyorduk. Belki de daha fazla populasyon ile istedigimiz sonuca ulasabilirdik. Chen
et al. (2) yaptiklar1 ¢alismada AS’li hastalarda MMP-3 ile ESH ve CRP degerleri
arasinda korelasyon bulmuslardir ve AS’li hastalarda hastalik aktivitesinin
degerlendirilmesinde MMP-3’tiin ESH ve CRP’den daha dogru oldugunu
bildirmislerdir. Biz de bu nedenle ilerleyen zamanlarda yapilacak ¢alismalar ile MMP-
3’tin hastalik aktivitesinin degerlendirilmesinde ©Onemli bir belirtec olabilecegini

diisiinmekteyiz.

TRAP kemik, eritrosit, trombosit, dalak ve prostat da bulunan asit fosfataz izoenzim
ailesine aittir (114). Osteoklastlardan dolagima salgilanan TRAP ve serum TRAP’1n
kemik rezorpsiyonun yararl bir belirteci olarak kabul edildigi bildirilmektedir (111).
TRAP-5b kemik rezorpsiyonu siiresince osteoklastlardan salgilanir (116). Kemik
rezorpsiyonunda, osteoklastlar ve aktif makrofajlar tarafindan yiiksek miktarda tip 5
tartarat direngli asit fosfataz salinir. Serumda TRAP’in TRAP-5a ve TRAP-5b olarak
adlandirilan iki formu bildirilmektedir (111).

Bu calismamizda AS’Ih hasta grubunda kontrol grubuna gore TRAP-5b aktivitesinde
istatistiksel fark bulamadik. Ayrica TRAP-5b aktivitesinde aktif hasta grubu ile inaktif
hasta grubu karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmamistir. Toussirot et al. (126)
yaptiklar1 ¢calismada AS’li hasta grubunda TRAP-5b aktivitesini yiiksek bulmuslardir.
TRAP-5b kemik rezorpsiyonu siiresince osteoklastlardan salgilanir. Bu nedenle biz
calismamizda TRAP-5b  aktivitesini yiiksek bekliyorduk. Istedigimiz sonuca
ulasgamamamizin nedeni belki hasta saymmzin azligi belki de yeterince kemik
rezorpsiyonunun olmamasindan kaynaklanmiyor olabilecegini diisiindiik. Bu nedenle

caligmamizda TRAP-5b seviyesinin hasta ile kontrol grubu arasinda farksiz
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olabilecegini diisiindiik. Ankilozan spondilitli hastalarda TRAP-5b 6l¢timii ile ilgili

smirl sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Katepsin K osteoklastlarda, insan yumurtaliklarinda, kalp ve iskelet kasinda akcigerde,
plasentada, testisde, kiiciik bagirsak ve kolonda mevcuttur. Katepsin K, kemik
rezorpsiyonunda merkezi rol oynayan osteoklastlarin bilinen bir bilesenidir (127).
Katepsin K, papain gibi sistein proteaz ailesinin bir iiyesidir. Osteoklastlarda katepsin
K; tip I kollojen, osteopontin ve osteonektin gibi kemik matriks proteinlerinin

bozulmasindan sorumludur (118).

Bu ¢alismamizda AS’li hasta grubunda kontrol grubuna gore katepsin K aktivitesinde
fark bulamadik. Ayrica katepsin K aktivitesi aktif hasta grubu ile inaktif hasta grubu
karsilagtirildiginda da anlamli fark bulunamamistir. Wendling et al. (11) yaptiklari
caligmada, serum katepsin K seviyesinde bizi destekler nitelikte istatistiksel olarak fark
bulamamiglardir. Katepsin  K’nin  kemik rezorpsiyonunda rol oynamasi ve
osteoklastlarin bileseni olmasindan dolay1 katepsin K seviyesinin yiiksek c¢ikmasini
bekliyorduk. Katepsin K’nin osteoklastlarda yiiksek seviyede salinmasi fakat kalp,
akciger, iskelet kasi, kolon, yumurtalik ve plasentada ise diisiik seviyede salinmasindan
dolay1 osteoklastlarin katepsin K {izerinde tek basina etkili olmadigini ve katepsin K’nin
kemik rezorpsiyonunda spesifik bir belirte¢ olmadigmi diisiinerek katepsin K

seviyesinin farksiz ¢ikabilecegini diisiindiik.

Sonug¢ olarak bu tez arastirmasinda, AS’li hastalarda kemik yikim belirteci olan
RANKL, TNF-a, MMP-3 aktivitelerinin yiiksek bulunmasi ve kemik yapim belirteci
olan OPG aktivitesinin yiiksek bulunmasi bu parametrelerin ankilozan spondilit ile
onemli bir iligkisi oldugunu diisiindiirmektedir. AS tanisinin konmas1 yaninda, tedavinin
degerlendirilmesinde ve etiyolojisinin agciklanmasi acisindan bu parametrelerin ilerleyen
yillarda daha faydali olacagi kanaatindeyiz. Daha cok hasta sayisi ile yapilacak olan

caligmalar ile bu konu hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunacagini diistinmekteyiz.
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Av. Ziibeyde GELEBI Avukat Rektériik
Ecz. Nuran YOZGAT Eczaci E.U. Tip Fak.
Yusuf O§uz ALTUNTAS Sivil Uye B ot
Yiksekokulu
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