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GIRIS

Romatoid Artrit (RA); eklemlerde agri, sertlik ve sislige neden olarak
fonksiyon kaybina yol acan kronik otoimmiin bir hastaliktir. En sik karsilagilan
otoimmiin romatizmal hastalik olup, biitiin diinyada goriilme sikligi yaklasik
%1°dir. Patogenez, genetik ve cevresel bazi faktorlerin tetikleyici olarak rol
oynadiklar1 ispatlandigi halde, hala tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak
hastaligin baglangici net olmasa da devamlilig1 saglayanin immunolojik olaylar

oldugu ve bunun eklem hasarinda rol oynadigi iyi bilinmektedir (1).

RA’lh olgularin ¢ogunlugunda hastalik ortaya c¢iktiktan sonra iki yil
icerisinde belirgin eklem hasar1 goriilmektedir. Siklikla RA tanmisinin klinik ve
radyolojik olarak koyuldugu zaman, eklem kikirdaginda kalici hasar olusmaya
baslamustir. Ileriki donemlerde bu, sekonder artroz seklinde sekel olarak kalabilir.
Erken evrede tan1 ve tedavi belirgin eklem hasarmi Onleyebilir. Hastaligin yol
actig1 riskler ve harcamalar disliniiliirse, ilk semptomlar ortaya c¢iktig1 an
itibariyle RA’nin diger eklem hastaliklarindan ayirici tanisiin yapilmasi oldukca
onemlidir. Bu sekilde, kalici eklem hasar1 olusmadan hastaligin tedavi edilmesi
bugiin i¢in kabul edilen goriistiir. Hastaligin kesin tanis1 klinik verilere dayanur.
Ancak hastaliga 6zgii olarak gelisen otoantikorlarin serolojik bir parametre olarak
kullanilmasi, hem hastaligin taninmasinda hem de diger patolojilerden ayirt
edilmesinde son derece ©nemlidir. Ozellikle RA’min ilk evresinde biitiin
semptomlar ortaya ¢ikmadan once hastaligin teshis edilmesi hasta adina biiyiik

yarar saglayabilir (2,3).

Bugiin, RA’lh olgularin kaninda cesitli otoantijenlere karsi ¢ok sayida
dolasan antikor oldugunu bilmekteyiz. Bunlar icinde en 1iyi bilinen, IgG
molekiiliiniin F. fragmanina kars1i gelisen romatoid faktér (RF)’dir. RA’l1
hastalarin yaklasik %75’inde RF antikoru pozitiftir. Ancak RF, diger otoimmiin
bozukluklarda, infeksiyon hastaliklarinda ve hatta saglikli bireylerde (%3-5) de
bulunabildiginden RA’ya 06zgiilliigli sinirhdir. Buna ragmen RF, Romatoid

Artrit’de yaygin olarak tani amacli kullanilan bir parametredir. RF varligi, ACR



(American College of Rheumotology) tarafindan kabul edilen RA tani
kriterlerinden biridir (4).

Buglin, yapisinda sitrulin igeren proteinlere karsi gelistigi gosterilmis bir
grup antikorun RA i¢cin RF’den ¢ok daha spesifik oldugu anlagilmistir. Bu gruptan
ilk olarak 1970°de RA’li hasta serumlarinda yanak mukoza hiicrelerinin
keratohyalin graniillerinde bulunan, farklilagmis filaggrin proteinine kars1 gelismis
antiperiniikleer faktor (APF) tanimlanmistir. Ardindan ayni1 antijene karsi gelisen
anti keratin antikor (AKA) ve antifillagrin antikor (AFA) bulunmustur. Hiicre
farklilagmas1 sirasinda, filaggrin alt birimlerine parcalanir. Daha sonra filaggrinin
yapisindaki arjinin aminoasit kalmtilari, enzimatik olarak posttranslasyonel
modifikasyona ugrar ve sitrulin aminoasidine doniigiir. Sitrulinlenme yada
deiminasyon adi verilen doniisim, Ca™~ bagimli bir enzim ailesi olan,
peptidilarjinin deiminaz (PAD) grubu tarafindan katalizlenir. Olusan protein,
tersiyer yapisit farkli ve antijenitesi daha fazla olan yeni bir proteindir ve bir
otoantijen gibi hareket eder. RA’da periferik kandan sinoviyuma nétrofillerin de
gdc ettigi bilinmektedir. Inflamasyonun etkisiyle artan notrofil membran
gecirgenligi, hiicre ici Ca’ konsantrasyonunu arttirir. Buda nétrofillerdeki PAD4
enziminin aktive olmasina neden olur. Aktive PAD4, ekstravaskuler fibrin
proteinini sitrulinler ve olusan bu modifiye fibrin proteinine karsi, bolgesel
ozellesmis B lenfositler tarafindan otoantikor sentezlenir. Sitrulinli peptitlere kars1
gelisen bu antikorlar, RA’l1 hastalarin hem sinoviyal dokularinda hemde

serumlarinda gdsterilmis olup hastalik i¢in oldukca spesifiktir (5-9).

Sitriilinli peptidler ve diger antijenler, RA’nin erken tanisinda ve
prognozunda belirteg olarak kullanilabilir. Bugiin AFA’lara kiyasla ¢ok daha
kolay kullanilan sentetik siklik sitriilinlenmis peptitlere (CCP) karsi gelisen
otoantikorlarin (anti CCP) 6l¢timii giindemdedir. ELISA (Enzime Linked Immuno
Sorbant Assay) yontemiyle kolayca tayin edilebilmesi, spesifikligi, erozif artrit
formunu 6nceden saptayabilme 6zelligi ile cok erken donemde RA tanisina imkan

vermesi ve prognozu yansitmasi nedeniyle siklik sitriilinli peptidlerin gelecekte



RA i¢cin baglica serolojik belirtec olma potansiyeli yliksektir. RA’da

otoantikorlarin patojenik 6zellikleri hala tartisilmaktadir (7-9).

Romatoid artrit multifaktoriyal bir hastaliktir. Bu giine kadar yapilan bir
cok calisma, inflamatuvar eklem patogenezinde ve inflamasyonun
kroniklesmesinde nitrik oksidin (NO) de rolii oldugunu gostermistir (10-15). Ilk
kez 1995’te Sakurai ve ark. RA’da kondrosit ve sinoviyositler ile yapilan
immunhistokimya deneylerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS)
ekpresyonunu gostermislerdir (10). Normal durumda eklem i¢indeki major NO
kaynag1 kondrositler ve sinovisitik fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem i¢i en
onemli NO kaynaginin, periferden bolgeye go¢ eden monositlerin olusturdugu
makrofajlar oldugu anlasilmistir (11,12). Yine inflamatuvar eklem alanmna gog
eden notrofillerin de 6zellikle artan iINOS aktiviteleri lizerinden NO sentezini
arttirarak patogeneze katkida bulundugunu gosteren calismalar vardir (13,16).
Ozellikle IL-1 basta olmak iizere baz1 sitokinlerin uyarisiyla kondrositler, bolgesel
makrofajlar ve notrofillerde NO sentezi artar. Artan NO’nun artrit patogenezinde,
kondrositlerde apopitozisi arttirarak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks
metalloproteinazlar1 (MMPs) aktive ederek etki gosterdigi bilinmektedir
(11,12,14,15).

Bizim bu g¢alismadaki ilk amacimiz, aktif donemdeki ve remisyondaki
romatoid artritli vakalarin serumunda, romatoid faktor ile birlikte sitriilinli
peptitlere kars1 gelisen antikor seviyelerini saptamak, ayn1 vakalarin periferik kan
notrofil ve mononiikleer hiicrelerinde PAD enzim aktivitesini ve nitrik oksit (NO)
diizeyini tayin etmek ve bunlarin hastalik aktivitesi ile olas1 iligkilerini
degerlendirmek, ikinci amacimiz ise, invitro deney ortaminda, 16kositlerdeki PAD

enzimi aktivitesiyle NO diizeyi arasindaki olasi1 bir iliskiyi arastirmakt.



GENEL BILGi

1.1 ROMATOID ARTRIT

1.1.1. Genel Bilgi

Romatoid artrit (RA), primer olarak el ve ayaklarin kiigiik eklemlerini
tutan simetrik poliartrikiiler bir hastaliktir. Poliartritle smirli olmayip daima eklem
dis1 semptom ve bulgular da gosteren bu tablo insanlarda en sik goriilen sistemik,
otoimmun hastalik olarak bilinmektedir. Normalde ¢ok az sayida hiicresel eleman
iceren sinoviyum RA'll vakalarda, ¢cok sayida lenfosit ve makrofaj tarafindan
infiltre edilir. Makrofaj ve fibroblast benzeri sinoviyal hiicrelerdeki hiperplazi ve
bu hiicrelerden salgilanan metalloproteinaz ve serin proteazlar gibi yikici enzimler
sayesinde extraselliiler matrikste yikim baslar ve eklem yapisinda hasar ortaya

cikar (1).

1.1.2. Etyoloji ve Patogenez

Romatoid artrit (RA), toplumun % 0.5-1’ini etkileyen en sik
karsilagtigimiz inflamatuvar artrit tablosudur (2-4). Vakalarin %80°1 35-80 yas
arasindadir. Hastaligin pik yaptig1 donemler ise kadinlar icin 55-65 yas, erkekler
icinse 65-75 yas arasidir. RA’nin kadinlarda goriilme sikligir diger otoimmun
hastaliklarda oldugu gibi erkeklerden daha fazladir (kadin/erkek: orani: 3/1). Bu
oran geng hastalarda 4/1 gibiyken, yas ilerledik¢e hemen hemen esitlenir (3,4).

Romatoid artrit 6zellikle bir eklem hastaligi olarak kabul edilse de eklem
dis1 bazi patolojilere de neden olabilir. Bu da romatoid artritin baz1 major organ
sistemlerini tutabilen sistemik bir hastalik oldugunu gostermistir. Baz1 vakalarda
bu eklem dis1 bulgulara katki saglayan immun kompleks olusumu ile birlikte,
romatoid faktor (RF) tiretimi s6z konusudur. Romatoit artrit i¢in en esrarengiz

soru, primer hedefin ni¢in eklemler oldugudur. Bunun anlasilmasi, inflamatuvar



hiicrelerin ve antijenlerin eklemlere ilgisinin ve eklemi hedef alan spesifik
reseptorlerin  ve inflamasyonun merkezindeki kemotaktik ajanlarin neler

oldugunun anlasilmasina baghdir (2,3).

Glinlimiizde major doku uyum kompleksi II (MHC II) ve spesifik RF
geninin bulunmasi ile yapilan detayli immunogenetik ¢alismalar bircok 6nemli
ipucu saglamistir. Ancak bugiin hala romatoid artritin sebebi kesin olarak
bilinmemektedir. 1990’11 yillarm basmmdan bu yana patogenez alaninda,
inflamasyonun kiiciik molekiillii aracilar1 (arasidonik asit ve metabolitleri),
sitokinler, biiylime faktorleri, hiicre adezyon molekiilleri ve matriks
metalloproteinazlar1 dikkatle incelenmistir. Bu iriinler hem sinoviyositlerin
aktivasyonuna ve proliferasyonuna hem de periferal kan hiicrelerinin
aktivasyonuna neden olur. Proteazlar, eklem kikirdagi, subkondral kemik,
tendonlar ve ligamentlerin yikimina yol agarak patolojinin lokalize bir tiimdr gibi
davranmasma neden olurlar. Gilinlimiize kadar yapilmig bircok calisma
inflamatuvar eklem patogenezinde ve inflamasyonun kroniklesmesinde
endotelden salman gevseme faktorii (EDRF) olarak da bilinen nitrik oksidin (NO)
de rolii oldugunu gdstermistir.(10-15). Ik kez 1995°te Sakurai ve ark., RA’da
kondrosit ve sinoviyositler ile yapilan immunhistokimya deneylerinde
indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iINOS) ekpresyonunu goéstermislerdir (10).
Normal durumda eklem i¢indeki major NO kaynagi kondrositler ve sinovisitik
fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem i¢i en dnemli NO kaynagmin, periferden
bolgeye gd¢ eden monositlerin olusturdugu makrofajlar oldugu anlasilmistir
(11,12). Yine inflamatuvar eklem alanina gé¢ eden nétrofillerin de, 6zellikle artan
INOS aktiviteleri ilizerinden NO sentezini arttirarak patogeneze katkida
bulundugunu gésteren galigmalar vardir (13,16), Ozellikle interlokin-1 (IL-1)
basta olmak iizere bazi sitokinlerin uyarisiyla kondrositler, bolgesel makrofajlar
ve notrofillerde NO sentezi artar. Artan NO’nun artrit patogenezinde,
kondrsitlerde apopitozisi arttirarak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks
metalloproteinazlar1 (MMPs) aktive ederek etki gosterdigi bilinmektedir
(11,12,14,15).



Calismalar, geri doniisiimsiiz eklem kikirdak yikiminin romatoid artritin
erken doneminde basladigin1 gostermektedir. Bu nedenle tedaviye, eklem

hasarindan korunmak i¢in erken donemde baglanmasi zorunludur (3).

Romatoid artritin patogenezi, genetik ve c¢evresel bazi faktorlerin
tetikleyici olduklar1 ispatlandigi halde tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak
hastaligin baslangici net olmasa da devamlilig1 saglayanin immunolojik olaylar

oldugu bilinmektedir (3,4).

1.1.3. Romatoid artrit gelisimine yatkinhk

Genetik Faktorler

Romatoid artrit patogenezi bugiin de esrarengizligini korurken, yapilan
calismalar genetik ve ¢evresel faktorlerin her ikisinin de sorumlu oldugunu
gostermektedir. Genetikciler yalniz olmamakla birlikte baskin olan risk
faktoriiniin kisinin MHC- II haplotipi olduguna inanmaktadir. 6. kromozomdaki
MHC’de lokalize olan insan l6kosit antijen (HLA) geni ve romatoid artrit
arasindaki genetik baglant1 ilk kez 1970’11 yillarda tanimlanmis ve romatoid

artritli vakalarin % 70’inde HLA DR + bulunmustur (5).

Cevresel Faktorler

Tek yumurta ikizlerinde romatoid artritin es zamanli goriilme oraninin %
100 olmadigmin saptanmasi tizerine genetik olmayan bazi faktorlerin de hastalik

etyolojisinde rol aldig1 anlasilmustir (6).

Romatoid artrit kadinlarda baskin olan kronik inflamatuvar hastaliklardan
birisidir. Kadin/Erkek orami 2:1 ile 4:1 arasindadir. Cinsiyet farkimin temelinde
kesin olarak bilinmese de hormonlarn immun fonksiyona olan etkileri oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan c¢alismalar, romatoid artritli erkeklerde Ozellikle

testosteronun daha diisiik ve oral kontraseptif kullanan kadinlarda romatoid artrit



gelisme riskinin daha nadir oldugunu gdstermistir. Bu bilgiler hastalik gelisiminde
hormonal faktorlerin onemli rol alabilecegini desteklemektedir. Gebelik de
romatoid artrit gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmistir. Ancak
calismalar gebelik siiresince romatoid artrit baslangicinin ¢ok nadir oldugunu,
dogumdan sonra ise arttigmi gostermistir Sigara kullanimi 6zellikle erkeklerde
artan RF sentezi ve romatoid artrit gelisme riski ile iligkilidir (7). Bakteriler ve
viruslar gibi pek ¢ok infeksiyon ajaninin romatoid artriti tetikledigi One
siriilmiistiir. Fakat infeksiyon ajanlariyla romatoid artrit gelisimi arasinda bir

iligki bulunamamistir (7).

1.1.4. Romatoid Artrit Klinigi

Romatoid artrit esas olarak periferik eklemleri tutan kronik, ilerleyici,
sistemik inflamatuvar bir patolojidir. Hafiften agira kadar ¢esitli derecelerde
fonksiyon kaybina neden olmasi ve bunlarm 6miir boyu siirebilmesi nedeniyle
onemli sosyal, psikolojik ve ekonomik sorunlara yol agar. Yavas veya ani ve
siddetli baslangicli olabilir. Tiim vakalardaki genel semptomlar simetrik eklem
agris1 ve sisligi halsizlik ve sabah tutuklugudur. Hastaligin seyri degiskenlik
gosterir. Bazi vakalarda hafif kisa siireli oligoartrikiiler eklem tutulumu ve
minimal harabiyetle giderken bazi vakalarda ciddi eklem harabiyetine yol agan
ilerleyici poliartrit tablosu gosterir. Vakalari ¢ogu ise bu iki ucun arasinda kalir
ve sinsi baglangi¢chdir. Gidisat ise cogunlukla tedavinin devamini gerektirmeyecek
kismi veya tam remisyonlarla karakterizedir. Remisyon siireleri toplami hastalik
siresinden uzundur. Romatoid artritin eklem semptomlari, hastaligin
baslangicinda 6zellikle kiigiik eklemleri tutan simetrik inflamatuvar bir poliartrit
ile karakterizedir. Siklikla etkilenen eklemler el ve ayak parmaklar1 basta olmak
iizere el bilegi, diz ve ayak bilegidir. Hastalikta eklem dis1 tutulumlar 6zellikle
baska agir patolojilere sahip vakalarda goriilebilir ve okiiler, pulmoner,
hematolojik, vaskiiler, kardiyak, ndrolojik ve mukozal dokular1 etkileyebilir.
1980’11 yilardan bu yana bilinen bu patolojinin diger kronik artritlerden ayrilmasi

uzun yillar almistir (8).



1.1.5. Romatoid Artrit Tanisi
Klinik Tam

Romatoid artrit tanis1 tipik ve ilerlemis vakalarda 6nemli bir zorluk
gostermezken, erken ve atipik vakalarda kesin taniy1 koymak miimkiin
olmayabilir. Hastaligin tanis1 esas olarak klinik bulgulara dayanir. Bugiin i¢in en
sik kullanilan Amerikan Romatizma Derneginin (ACR) 1987°de yeniden

diizenledigi tan1 kriterleridir (9).

1987 ACR Tani Kriterleri
1. Sabah tutuklugu (60 dakikadan uzun siireli)
. 3 veya daha fazla eklemde artrit
. El eklemlerinde artrit
Simetrik artrit

2

3

4

5. Romatoid nodiil varligi
6. RF pozitifligi

7

. El ve el bilegi direkt grafilerinde erozyon veya dekalsifikasyon varligi.
1.2. ROMATOID ARTRIT VE OTOANTIKORLAR

Romatoid artritte immun yanitin direkt olarak kisinin kendi antikorlarina
kars1 gelismis olabilecegi romatoid artritli vakalarin kaninda RF’nin bulunmasi ile
fark edilmistir. ilk olarak Waaler daha sonrada Rose tarafindan tanimlanan bu
faktoriin, 1950’lerin ortasinda Kunkel ve arkadaslari tarafindan bir otoantikor
oldugu 6ne siiriilmiistiir. Buda romatoid artritin otoimmun bir hastalik oldugunu

gostermistir (1).



1.2.1. Romatoid Faktor

Romatoid faktoriin bir antikor olarak tanimlanmasi ve romatoid artritli
hastalarin  kanlarinda romatoid faktoriin (RF) saptanmasi otoimmunitenin
romatoid artrit patogenezinde rol oynayabilece§inin ilk kanit1 olmustur. RF, ilk
olarak 1939’da Waaler tarafindan tanimlanmis ve ilerleyen yillarda bunun
romatoid artritli vakalarm sinoviyumlarinda T lenfositlerce aktive edilmis B
lenfositler tarafindan sentezlenen ve salinan, IgG’nin Fc fragmanina kars1 gelismis
bir antikor oldugu anlasilmistir. Bu bilgiler romatoid artritin, otoantikorlarin
aracilik ettigi otoimmun bir hastalik olabilecegini diisiindiirmiistiir. Hastaliga
yakalanan vakalarm % 80 kadarmin RF seropozitif olmasi bu diisiinceyi
gliclendirmistir. 1960°’larda RF’nin RA patogenezindeki primer roliiniin immun
kompleks aracili bir hastalik baglatmak oldugu One siiriilmiistiir. RF’nin
semptomlar baslamadan Once pozitiflesmesi hastalik baslangicinda bir roli
olmadigmi diistindiirse de hastaligin siirdiiriilmesinde immun sistemin biiyiik roli
oldugu bilinmektedir. Ozellikle ciddi seyreden ve eklem dis1 komplikasyonlari
(vaskiilit, romatoid nodiil) olan romatoid artritli hastalarda daha yiiksek bulunmasi

bunu desteklemektedir (3,4,6-9,17).

Bu hipoteze gore RF ve belkide komplemana bagli baska otoantikorlar
tarafindan immun kompleksler olusturulmakta ve kompleman 5a (C5a) gibi
kemotaktik faktorler salinmaktadir. Bunlarin etkisiyle basta notrofiller olmak
iizere romatoid ekleme gelen inflamatuvar hiicreler burada aktive olup

salgiladiklar1 proteolitik enzimlerle eklem hasarina katkida bulunmaktadir (1).

Bugiin gelinen nokta bu bilgileri dogrular niteliktedir. Ancak bu tablonun
RA i¢in 6zel olmadigi, immunite aracili enfeksiyon hastaliklarinin ¢ogu i¢in

gecerli oldugu da bilinmektedir (1-3).

RA’I1 hastalarin kaninda c¢esitli otoantijenlere karsi gelismis ¢ok sayida
dolasan antikor tespit edilmistir. RF bunlarin en iyi bilineni ve klinikte en siklikla

kullanilanidir. Ancak bu antikorun kronik inflamatuvar hastaliklarin ¢ogunda hatta



iler1 yastaki saglikli bireylerde bile saptanmis olmasi RA ig¢in spesifitesini

kisitlamaktadir (4,5).

1.2.2. Sitrulinlenmis peptid antikorlan

Gilintimiizde RA icin RF’den c¢ok daha spesifik bir otoantikor ailesi
tanimlanmistir (6). Bu antikorlarin, yapisinda sitrulin igeren proteinlere karsi

gelistigi gosterilmistir.

Ik olarak 1970°de RA’l1 hasta serumlarinda yanak mukoza hiicrelerinin
periniikleer graniillerine baglanan antiperiniikleer faktér (APF) antikorlar:
tanimlanmigtir. Bu  antikorlar, diferansiye yanak mukoza hiicrelerinin
sitoplazmasindaki graniillerin protein kismina karsi olusan antikorlardir. APF,
nispeten duyarliligi yliksek (RA’l1 olgularin %49-91’inde) ve kuvvetli 6zgiilliik
(%73-99) gosteren bir antikordur. Toplumda az sayida bireyden dondr olarak
faydalanilarak periniikleer faktor eksprese edebilen diferansiye yanak mukoza
hiicreleri elde edilebilir. Antikorun diizeyleri indirekt immiinfloresans yontemiyle
Olgtilmektedir. APF oldukca duyarli ve 6zgiil bir test olmasina ragmen kolay tayin

edilemedigi i¢in rutin tan1 kriteri olarak tercih edilmemektedir (1,7-9,17-19).

Sitriilinlenmis peptit antikor ailesinin diger bir iiyesi bir epitel proteini
olan filaggrine karst olusmus anti keratin antikor (AKA)’dur. AKA’da APF
antikorlar1 gibi aymi antijene karsi olusur. RA’lir hastalarin %36-59 unun
serumunda bu antikorlara rastlanir. RA icin olduk¢a 0Ozgiil (%88-99)
otoantikorlardir. AKA, indirekt immiinfloresans yontemi ile tayin edilir. APF’de
oldugu gibi bu antikorlarin tayininde de benzer zorluklarla karsilasildigindan her
ikisi de RA i¢in potansiyel tan1 gostergesi olabilmelerine ragmen teknik
giicliklerden dolay1 tercih edilmemektedir. Hem AKA hem de APF yanak
mukoza hiicrelerinin keratohyalin graniillerinde bulunan farklilasmis filaggrin
proteinine kars1 olustugundan antifillagrin antikor (AFA) olarak da tanimlanirlar.
Hiicre farklilagsmasi sirasinda filaggrin alt birimlerine pargalanir. Daha sonra

filaggrinin  yapisindaki arjinin aminoasit kalntilar1 enzimatik olarak
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posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve sitrulin aminoasidine doniisiir. AFA,
AKA ve APF modifiye olan filaggrin proteinine karsi gelisir. AFA, RA icin
oldukca 6zgiil (%99) bir test olmasina ragmen diger parametrelerde oldugu gibi
analiz yontemindeki teknik zorluklardan dolayr uygulanmasi yaygmlik

kazanmamustir (20-23).

Filaggrin antijenini saf olarak elde etmek ¢ok zordur. Sitrulinin antijenik
yap1 i¢in mutlaka gerekli oldugu anlasildiktan sonra sitrulinli peptidlerin antijen
olarak kullanilmasi fikri one siiriilmiistiir. Bu amacla basta dokuz farkli sitrulin
peptidi birlestirilerek test duyarliligi %76’ya ve ozgilliigli %96’ya yiikselmistir.
Bu test daha sonra gelistirilmis ve daha basit yapida olan, RA otoantikorlar1
tarafindan en 1yi sekilde taninan, tek bir siklik peptid kullanilmaya baslanmistir

(8,17).

Sitriilinli peptidler ve diger antijenler RA’nin erken tanisinda ve prognoz
da belirte¢ olarak kullanilabilir. Bunlar icerisinde 6zellikle siklik sitriilin peptidleri
(CCP), ELISA yontemiyle kolayca tayin edilebilmesi nedeniyle 6n planda yer alir.
Spesifikligi, eroziv formu dnceden saptayabilme 6zelligi ve cok erken donemde
RA tanisina imkan vermesi nedeniyle siklik sitriilin peptidlerinin gelecekte RA
icin baglica serolojik belirte¢ olma potansiyeli yiiksektir. Ayrica anti-CCP diger

parametrelere gore birka¢ nedenden dolay1 daha avantajlidir (24-28).

o Anti-CCP, APF ve AKA kadar 6zgiil bir testtir. Diger parametrelere gore
analiz kolaylig1 ve avantaji vardir. Immunfloresans metoduna bagl teknik

zorluklar anti-CCP i¢in ELISA yontemi ile asilmistir (29-31) .

e Anti-CCP antikorlari, duyarlilig1 hafif diisiik olmasina ragmen RA’da ¢ok
erken evrede serumda saptanabilmektedir. Bu otoantikorlar, RA i¢in

prognoz takibinde kullanilabilecek iyi bir parametre olarak goziikmektedir

31).
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Anti-CCP antikorlar1 eroziv ve eroziv olmayan RA ayirici tanisinda ¢ok
gliclii bir parametredir. RA’da anti-CCP, RF ile birlikte bakildiginda
prognoz takibi acisindan ¢ok daha etkili olabilir (31).

Anti-CCP pozitif olan RA’lh olgularda radyolojik olarak eklem hasari,
negatif olanlara gore daha belirgindir. Bu, anti-CCP antikorlarinin prognoz
acisindan Onemli oldugunu gostermektedir. Bu antikorlarin belirli
araliklarla tayini klinik takipte faydali olabilir. Yapilan ¢caligmalar RF’nin
anti-CCP’ye gore daha duyarh (%62) fakat daha az 6zgiil (%84) bir test
oldugu gostermistir (31).

Bu hastalarda anti-CCP ve IgM-RF beraber bakildiginda, tek basma anti-
CCP’ye gore oOzgilligliin %98’den %99.6’ya yiikseldigi goriilmiistiir.
Anti-CCP reaktivitesi ile erken evredeki artrit arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmistir. RA’nin  erken tamist i¢in yapilan klinik
calismalarda kalict artrit ile en gii¢lii korelasyonun anti-CCP pozitifligi ve
semptomlarin devamlilig1 arasinda oldugu gdsterilmistir. Artrit olgularinda
erken evrede (1 yildan daha kisa siirede tan1 koyulan hastalar) anti-CCP ile
korelasyonun anlamli derecede yiliksek oldugu goézlenmistir. Bu da anti-
CCP’nin  erken evrede tami kriteri olarak  kullanilabilmesini
desteklemektedir. Erken donemde RA tanisi, tedavi stratejisinin
belirlenmesine yardimci olabilir. Gerekirse ¢ok giiclii bir farmakolojik
tedavi uygulanarak eklem hasarmin ilerlemesi geciktirilebilir ve hastaligin

dogal gidisi iyilestirilebilir (31).

Erken evrede RA’nin poliartritli olgulardan ayirici tanisinda, anti-CCP’in
IgM-RF ile birlikte bakilmasi tek basina IgM-RF’e gore daha degerlidir.
Anti-CCP testinin  0zgilliglini saglayan bir diger kriterin, RA
inflamasyon bolgesinde antijen cevabina karsi olgunlasan CCP’ye 6zgii B
lenfosit hiicrelerinin varligi oldugu ileri siiriilmektedir. Anti-CCP pozitif
RA’l1 olgularin sinoviyal sivilarindan alinan Orneklerde B lenfositlerin

spontan olarak anti-CCP antikorlar1 iirettigi goriilmistiir. Periferik B

12



lenfositler veya anti-CCP negatif olgularm sinoviyal sivisindaki B

lenfositler ise bu antikorlar1 tiretmez (32-35).

Anti-CCP, RA’da erken tani koyulmasi ve sinoviti olan hastalarda erken
donemde RA’nin saptanmasinin yanisira sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi
diger bag dokusu hastaliklarindan da ayiric1 tanisinda degerli bir parametredir.
Yapilan tiim ¢aligmalar sitriilin antijenlerinin RA’nin tanisinda, prognozunda ve
tedavisinin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu ileri siirmektedir. RA’da
otoantikorlarin patojenik ozellikleri hala tartisilmaktadir. Sitriilin peptidleri ve
diger antijenler RA’nin erken tanisinda ve prognozunda belirte¢ olarak
kullanilabilir. Bunlar igerisinde 6zellikle siklik sitriilinli peptidlere kars1 gelisen
antikorlar ELISA yontemiyle kolayca tayin edilebilmesi nedeniyle 6n planda yer
alir. Spesifikligi, eroziv formu Onceden saptayabilme o6zelligi ve c¢ok erken
donemde RA tanisina imkan vermesi nedeniyle siklik sitriilin peptidlerinin

gelecekte RA i¢in baslica serolojik belirte¢ olma potansiyeli yliksektir (36-38).

Anti-CCP antikorlari, sitrulin peptidlerine karsi olusan otoantikorlardir.
Son zamanlarda yapilan klinik ¢alismalar Anti-CCP’nin RA i¢in oldukga 6zgiil
(%98) ve duyarli (%68-75) bir test oldugunu gostermektedir. Bunlar sebeple RA
icin en degerli belirtecin, %98’lik spesifiteyle vakalarm %80 kadarmin
serumlarinda saptanabilen anti CCP oldugu diisiiniilmektedir. Bu antikorun
isimlendirilmesi, 6l¢iimii i¢in kullanilan metoda gore yapilmistir (24,25). RA icin
oldukca spesifik olan anti CCP antikorlar1 hastaligim ¢ok erken donemlerinde
saptanabilmekte ve klinik gidisi biiyiik 6l¢lide yansitabilmektedir. Bu sebeplerden
otlrii romatologlar tarafindan RF’den daha faydali bir belirte¢ olarak kabul

edilmektedir (24,25).
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1.2.3. Peptidilarjinin Deiminaz (PAD)

PAD (EC 3.5.3.15) proteinlerin yapisindaki arjinin rezidulerinin
guanidino grubunu {iireido grubuna hidrolize ederek sitrulin rezidulerine ¢eviren
ve reaksiyon sonunda NH3 aci8a cikartan bir enzimdir (39-43). Sitrulin standart
olmayan bir amino asittir ve translasyon sirasinda proteinlerin yapisina katilmaz.
Ancak bazi durumlarda proteinlerin yapisindaki arjininlerin posttranslasyonel
enzimatik deiminasyonu ile sitruline dénmeleri sonucu sitrulin iceren modifiye
proteinler olusabilir (sekil 2.2.1). Bu reaksiyon sitrulinasyon olarak adlandirilir ve

katalizleyen enzim peptidilarjinin deiminaz (PAD)dir (39-43).

Arginine Citrulline

NH, NI,
pe (;—. ¢

N Ca2+ ™NEH

H,0 + GH _— GH: 4+ NH; + H'
q H. ':—_; H,
GH> PAIDI GH,
HNH, HGNH,
COO- COO-

Sekil 1.2.1. PAD’1in Kkatalizledigi posttranslasyonel arjinin modifikasyonu
Ca"" bagimhdir (34).

Bu enzimin memelilerde, her biri farkli doku dagilimina sahip 4 izoformu
bulunmustur (34). Ca’™ iyonuna bagimli olan enzimin PAD1 ve PAD3 izoformlar1
baslica epidermis ve sag¢ follikiillerinde (34-36), PAD2 kas, beyin dokusu ve
hematopoetik hiicrelerde, PAD4 ise (insanda PADS olarakta bilinir) primer olarak

hematopoetik hiicrelerde goriilmiistiir (36).
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Tersiyer yapi sitrulinlenme boyunca degisir

’ A A
H { uﬂ_‘_% - .--...._.:;,

A\

Sekil 1.2.2. Arjinin rezidiilerinin deiminasyonu molekiil i¢erisindeki non

kovalent baglan parcalayarak proteinin tersiyer yapisini degistirir

Northern blot teknigiyle PAD4 proteininin dokulardaki dagilimi
incelendiginde bu izoformun 6zellikle kemik iliginde ve periferik kandaki notrofil
ve monositlerde yiiksek miktarlarda sentezlendigi gosterilmistir (43-47). Saglikl
bireylerde yapilan immunhistokimyasal c¢alismalar sonucunda kandaki
notrofillerde PAD aktivitesinin ¢ogunun PAD4’e, lenfosit ve monositlerde ise

PAD2 ve PAD4’e ait oldugu gosterilmistir (43-47).
1.2.4. Romatoid Artrit ve Anti CCP Antikorlar

RA’lr vakalarm sinoviyal doku oOrneklerinde ve sinoviyal sivilarindaki
anti-CCP miktarlar1 ayn1 hastalarin serum degerlerinden swrasiyla 7,5 ve 1,4 kat
daha fazla bulunmustur (47). Bununla beraber anti-CCP antikorlarmi sentezleyen
hiicreler RA’l1 sinoviyal dokuda saptanmistir. Bu veriler bir araya getirildiginde
RA’I1 sinoviyumda anti-CCP’ye spesifik B lenfositlerin gelisimine neden olan
sitrulinlenmis proteinlerin olustugu sonucu ¢ikmaktadir. Gergektende bugiin RA’1
sinoviyumda sitrulinlenmis proteinlerin varligi yapilan immunhistokimyasal

calismalar ile gosterilmistir (47-52).
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1.3. PAD’IN ROMATOID ARTRITTEKI YERI

RA’l1 sinoviyal dokuda anti CCP ve sitrulinlenmis proteinlerin varligimin
gosterilmesi bu alanda PAD enziminin de olmasi gerektigini akla getirmistir.
Bugiin RA’ll  vakalarin sinoviyal dokularinda, insitu RT-PCR ve
immunhistokimyasal teknikler kullanilarak sitrulinlenmis proteinlerin yanisira
PAD4 ve PAD2 proteinlerinin varligi da kanitlanmistir. Sinoviyal dokuda bu
enzimin kaynag1 olarak iki hiicre gosterilmistir; aktive makrofajlar ve nétrofiller
(53,54). RA’da, periferik kandan sinoviyal dokuya ¢ok sayida monosit gé¢ eder.
Ekleme ulagan monositler aktive makrofajlara doniiserek sinoviyal mambrana
yerlesirler. Bu hiicrelerin PAD2 ve PAD4 sentezledigi ve RA’lilarda
sitrulinlenmis protein igerdikleri gosterilmistir (27,35,38,39). Inflamasyona bagl
olarak artan membran gecirgenligi sonucu hiicre ici Ca’™ konsantrasyonu yiikselir.
Buna bagl olarak aktive olan PAD enzimi makrofajlarda bulunan vimentin
proteinini sitrulinler. Bu doniisiimden sorumlu olan enzimin PAD2 izoformudur.
Olusan modifiye vimentin proteinine karsi, sinoviyal doku B lenfositleri
tarafindan spesifik otoantikorlar sentezlenir. Anti Sa antikorlar1 olarak tanimlanan
bu antikorlar RA’1 hastalarin serumlarinda da gosterilmis olup ¢ok yiiksek bir
spesifiteye sahiptir. Ancak suan ticari bir kiti olmadigindan rutinde

kullanilamamaktadir (27,39,40).

RA’da periferik kandan sinoviyuma notrofillerin de gb¢ ettigi
bilinmektedir. Inflamasyonun etkisiyle artan ndtrofil membran gegirgenligi hiicre
ici Ca™" konsantrasyonunu arttirir. Buda PAD4 enziminin aktive olmasma neden
olur. Aktive PADA4, ekstravaskuler fibrin proteinini sitrulinler ve olusan bu
modifiye fibrin proteinine karsi bolgesel Ozellesmis B lenfositler tarafindan
otoantikor sentezi gergeklesir. Olusan anti-CCP antikorlar1 RA’l1 hastalarin hem
sinoviyal dokularinda hemde serumlarinda gosterilmis olup hastalik i¢in oldukg¢a
spesifiktir. Bu antikorun saptanmasina yonelik gelistirilmis bir ELISA kiti
bulunmaktadir ve bugun bu parametre RA’nin erken tanisinda ve prognozunun

degerlendirilmesinde RF’den ¢ok daha kiymetli bulunmaktadir (38,41-46).
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1.4. ROMATOID ARTRITTE NiTRIiK OKSIiDIN ONEMIi

1.4.1. Nitrik Oksit

Genel Bilgi

1916 yilinda Mitchell ve arkadaslar1 memelilerde nitrat tiretimi ile ilgili ilk
delilleri rapor ettikten 71 yil sonra (55) 1987 de bu nitratin kaynag: nitrik oksit
(NO) veya EDRF olarak tanimlanmistir (56). Ardindan NO’ya olan ilgi birgok
arastirma alaninda giderek artan sekilde devam etmistir. NO molekiiler agirlig1 30
dalton olan bir gazdir, apolar yapisiyla hiicre zarindan kolayca gecer. Yarilanma
omrii oldukca kisa olan (T1/2<15sn) (57) bu gaz oksijen varliginda hizli bir
sekilde nitrat ve nitrite metabolize olur (58). Bazi hiicrelerde NO, guanilat siklazin
hem grubuna baglanarak enzimi aktive eder ve siklik guanozin monofosfat
(cGMP) diizeyini arttirr (58,59). Serbest tiollerle reaksiyona girerek S-nitrosotiol
bilesiklerini olusturur (60). Siiperoksit anyonu ile reaksiyonundan olduk¢a toksik
olan peroksinitrit olusur (61). Proteinlerin hedef bdlgelerinde nitrosilasyon
olusturur (62). Ayrica proteinlerde adeozin difosfat (ADP) ribozilasyonu
olusturabilir (63).

NO, organizmadaki bir¢ok hiicrede NO sentazlar (NOS) olarak
isimlendirilen enzimlerle L-arjininin terminal guanidino nitrojeninden sentezlenir.
Bu sentez iki asamalidir. Sonugta arjininin N-oksidasyonu ile sitrulin ve NO
olusur. NOS’lar aktif formlarnda homodimeriktirler (64). NOS’un izomerik
formlar1 en az ii¢ farkli gen iiriinii ile sentezlenir. Bunlar sigirda, ratta ve insan
dokularmda klonlanmistir. Ug tip NOS tanimlanmistir bunlar; NOS-1 néronal
NOS (ncNOS), NOS-2 indiiklenebilir NOS (iNOS) ve NOS-3 endotelyal NOS
(ecNOS) olarak adlandirilir. NOS izoformlaridan ikisi, ecNOS ve ncNOS yapisal
(geleneksel) NOS olarak kabul edilir ve reseptor sitimulusuna cevap olarak (asetil
kolin, bradikinin) pikomolar ve nanomolar miktarlarda NO iiretir. NOS-2 yani
uyarilabilir NOS, monosit/makrofaj hiicrelerinde, sinoviyal hiicrelerde ve

kondrositlerde degisik sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkaritler (endotoksin)
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tarafindan indiiklenir (65). IL-1p, tiimor nekrotizan faktor-o (TNFa) ve interferon-
v (INFy) gibi sitokinler iNOS indiiksiyonu yaparken, timor biiyiime faktori-
(TGF-B), IL-4, IL-10, ve IL-13 iNOS ekspresyonunu inhibe etmektedir (66).

Mikrogevredeki sitokinlerin dengesi iNOS ekspresyonunu regiile eder.
Ornegin TGF-B, IL-4 ve IL-10 makrofajlardaki iNOS expresyonunu inhibe
etmektedir. Sitokinlerin sitimulasyonu ile ecNOS freten endotel gibi farklh
hiicrelerde de iNOS ekspresyonu olabilmektedir (67). iNOS ekspresyonunun
regiilasyonunda tiir ve hiicre farklihiklar: vardir. Ornegin in vitro sartlarda murine
lIokositlerinde iNOS, IL-1p ve TNF-a ile kolayca indiiklenirken, insan
l6kositlerinde efektif bir indiikleme gostermemektedir. Ancak interferon-a insan
monositlerinde iNOS mRNA ve proteinini indiikleyebilmektedir. In vitro sartlarda
INOS indiiksiyonundaki zorluklara ragmen insan monosit ve makrofajlar1 RA,
Hepatit C ve vaskiilit gibi degisik hastaliklarda iNOS exprese eder (68). iNOS,
inflamasyonla birlikteligi tipik olan NOS izoformudur. Simdilerde ise
inflamasyon bdlgelerinde ecNOS ve enNOS’tan tiireyen NO’nun da etkili oldugu
ortaya ¢cikmistir (69).

NO’nun lokositler tizerindeki etKileri

Diisiik diizeylerdeki NO lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonunu saglar.
Sodyum nitropurissid gibi NO dondrleri lenfositlerde glukoz alimini arttirmistir ki
bu lenfosit aktivasyonu esnasinda ilk olaydir. TNF-a {retimini ve niikleer
transkripsiyon faktor kB (NF-kB) baglanma aktivitesini sitimule eder (64). Nitrik
oksit ayrica lenfosit sinyal olaylari ile iligkisi olan tirozin kinaz ve p56’y1 aktive
eder. L-arjinin eksikligi ve NOS inhibitorleri fitohemaglutininin (PHA)
olusturdugu  proliferasyonu  baskilarken, insanlarda  diyetle  arjinin
suplemantasyonu konkanavalin A ve PHA ile olusan mitojenik cevabi arttirmistir
(70). In vitro ve in vivo sartlarda dogal dldiiriicii hiicreler ve lenfosit ile aktive
olan o6ldiirme aktivitesini arttirir. Buna karsin yiiksek konsantrasyonlardaki NO
antijen sunan hiicrelerin aktivitesini ve T hiicre ¢cogalmasim baskilar (71). NO,

Murine Th 1 hiicrelerinde IL-2 sekresyonunu inhibe ederken Th 2 hiicrelerinde ise
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IL-4 sekresyonunu arttirir. Bu durum insanlarda farkhidir. Aktive olmus T hiicre
ve T hiicre klonlarinda Th 1 ve Th 2 ile iiretilen sitokinler NO dondrleri ile
baskilanmistir. Nitrik oksit, makrofa;, CD4+/CD8+ Ilenfosit ve kikirdak
hiicrelerinde apoptosis olusumunda rol aldigi gibi, diisik konsantrasyonlarda
(<1uM) hepatosit, B lenfosit ve eozinofillerde apoptozisi inhibe etmistir (72).
Inflamasyon bdlgesinde NO iiretiminin etkisi NO'yu iireten hiicre tipine, NOS’a
ve salman NO miktarma gore degisir. Diisiik miktarlardaki NO T hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek, notrofil adezyon ve migrasyonunu siirlayarak ve
vazodilatasyon ve antitrombosidal etki ile doku perflizyonunu stirdiiriirerek doku
koruyucu etki gosterir. Faydal etkiler 6zellikle NO ¢cNOS’lar tarafindan iiretilirse
olugsmaktadir. Aksine NO biiyiilk miktarlardaysa mitokondriyal respirasyonu
inhibe ederek ve DNA’da degisiklikleri indiikleyerek ©Onemli sitotoksisite

yaratmaktadir.

1.4.2. Artritte Nitrik OKksit

NO’nun Hayvan Artrit Modellerinde Goriilen Etkileri

Adjuvantla indiiklenmis artrit bir NOS inhibitorii olan L-Nitro Mono
Metil Arjinin (L-NMMA) ile suprese olmustur. Kollajenle indiiklenen artritte ve
streptokokkal artritte NO diizeyinde yiikselme ve nonselektif NOS inhibitorleri ile
NO diizeyinde diizelme oldugu da gosterilmistir (74). Ancak selektif iINOS
inhibisyonunun streptokokkal eroziv artriti alevlendirdigini belirten gozlemlerde
vardir. Kopeklerle yapilan baska bir calismada iNOS spesifik inhibisyonun
kikirdak lezyonu progresyonu azalttig1 ve bu etkinin metalloproteinaz, kaspaz 3,
IL-1 ve kondrosit apoptozisinde azalma ile beraber oldugu rapor edilmistir (64).
INOS ekspresyonu bulunmayan farelerde yapilan deneylerde artritli kartilajda,
kondrosit proteoglikan sentezinde inhibisyon ve insulin biiyiime faktori-1 (IGF-
1)’e cevapta diizelme, kartilaj lezyonunda ve osteofit formasyonunda azalma
olmustur (73). Adjuvant artrit olusturarak hayvanlarda yapilan romatoid artrit
modellerinde iiriner nitrit diizeyleri ylikselmis ve hastalik siddeti ile iliskili

bulunmugstur. Hayvanlara L-NAME ve deksametazon verildiginde hastalik
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aktivitesi ve TUriner nitrit dlizeyinde azalma gozlenmistir. L-NAME ve
aminoguanidin artrit gelisimine karsi koruyucu etki gostermektedir. Bu etki NOS
inhibisyonu ile 1ilgilidir. L-Arjinin ile beraber uygulandiklarinda L-arjininle
alevlenen artriti azaltmiglardir (66). Notrofil siiperoksit ve nitrojen {iretiminin
artritin baglamasida ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (75).
Ancak NO inhibitorleri ve iNOS (-/-) farelerde yapilan bir ¢alismada iNOS yada
cNOS bagimli NO iiretiminin ndtrofil migrasyonunu baskiladig1 gosterilmistir
(76). Notrofillerde artan iINOS expresyonu nétrofil deformabilitesini

artrrabilmektedir (77).

Romatoid Artritte NO’nun Etkisi

Romatoid artritli hastalarin eklem sivilarinda nitrit konsantrasyonu,
sinoviyal hiicrelerde ve kondrositlerde iINOS ekspresyonu artmis bulunmustur
(78). RA’lilarin mononiikleer hiicre iNOS ekspresyonunda artis ve ex vivo nitrit
iretimleri ile hastalik aktivitesi arasinda bir iligki saptanmustir (79). Plazma nitrat
ve nitrit diizeylerine bakilarak RA’l1 hastalarda yapilan bagka bir ¢alismada
plazma diizeylerinin yiikseldigi fakat hastalik aktivitesini gosteren diger
parametrelerle korelasyon gostermedigi rapor edilmistir (80). RA’lh hastalarin
idrar, kan ve eklem sivilarinda nitrit diizeyleri siddetle artarken osteoartritte orta
diizeyde bir artis olmaktadir (66). Eklem sivisindaki nitrit diizeyi lokal bir sentezi
isaret eder sekilde kan ve idrardakinden daha yiiksektir (81). Kan nitrit diizeyi,
RA aktivitesi, TNF-0. ve IL-6 diizeyleri ile koreledir. Uriner nitrit diizeyleri
glukokortikoid ve anti-TNF-a antikorlar1 ile tedavi sirasinda azalmistir (66).
Ozetlenmeye ¢aligilan sonuglara gore Iokosit kaynakli NO ve bunun kaynagi olan
enzimlerin romatoid artrit patogenezinde rol oynamalar1 kuvvetle ihtimal

dahilindedir.

1.5. PAD ve NO ILiSKiSi

Peptidilarjinin deiminaz (PAD), proteine bagli olan arjinin rezidulerini

sitruline modifiye eden ve bu esnada ortama amonyak salan bir enzimdir. NOS ise
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serbest arjinini sitruline ¢eviren ve PAD’dan farkli olarak ortama NO veren bir
enzimdir (82). Iki enzim arasmdaki iliskiye yonelik yapilan bir inhibisyon
calismasinda nonselektif NOS inhibitérii olan L-NAME ve L-thiocitrullinin
milimolar diizeyindeki konsantrasyonlarda dahi PAD enzimini %100 inhibe ettigi
gosterilmistir. Her iki maddenin de PAD'm substrati olan benzoylarjinin ile
yarigmaya girdigi goriilmistiir. Yine ayni1 caligmada ayrica sentetik bir
peptidilarjinin aldehit inhibitérii olan leupeptinin PAD’1 kuvvetle inhibe ettigi
gozlenmistir (83).

Diger taraftan PAD’n son {iriinii olan amonyagm iNOS ekspresyonunu
arttirarak etki edebilecegi diisiiniilmektedir (82). Biitlin bu bulgulardan, NOS ve
PAD aktiviteleri sonrasinda olusan reaksiyon iirlinleri olan serbest ve proteine
bagl sitrulinin bu enzimlerin aktivitelerini inhibe edebilecegi diisiiniilebilir.
Ayrica bu reaksiyon iriinlerinden amonyak ve serbest sitrulinin iire dongiisiine
katilip yeniden NOS subtrat1 olan arjinine doniigmesi de miimkiindiir. Bu durum
NOS i¢in bir substrat saglama yolu olabilir ve dolayli bir PAD-NO iligkisi ortaya
cikabilir.

1.6. HASTALIK AKTIiVITE iNDEKSI

1.6.1. SDAI (Simplified Disease Activity indeks)

Gilinitimiizde aktif romatoid artritin tedavisi i¢in eklemlerde yapisal hasar
olusumunu yavaslatan yada dnleyen yiiksek dozda DMARDs (disease modifying
antirheumatic drugs) tercih edilmektedir. Bu stratejide, hastaligin seyrini takip ve
tedavinin etkinligini degerlendirmek amaciyla hastalik aktivitesi ¢ok 1yi
izlenmelidir (9). Hastalik aktivite indeksini gosteren standart yontem DAS 28
(Disease Activity Score) degerlendirmesidir. Ancak bu skorlamayi, hesaplamasi
zor oldugundan bugiin, hassasiyeti DAS28 kadar yiiksek bulunan basitlestirilmis
hastalik aktivite indeksi (SDAI) gelistirilmistir. Bu indeks 6zellikle giinliik hasta
takibinde pratik hesaplanmasi nedeniyle ¢ok daha kullanighdir (84).
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MATERYAL METOD

2.1. Hastalar

2.1.1. Hasta Kabul Kriterleri

Hasta grubunda yer alan RA’1l1 vakalarin se¢iminde asagidaki kriterler goz
ontine alinmustir.
1- RA tanisinin, Amerikan Romatoloji Derneginin 1987 yilinda yeniledigi
kriterlere gore konmus olmasi (9)
2- Hastalarmn, RA remisyon kriterleri (17) kullanilarak remisyonda ve aktif
donemde olanlar olarak iki gruba ayrilmasi
3- Secilecek vakalarin 35-65 yas arasinda olmasi
4- Hastalarda RA disinda kronik seyirli bagka bir patolojinin (Diyabetes Mellitus,

hipertansiyon ve kronik inflamatuvar diger patolojiler gibi ) olmamasi.

2.1.2. Numunelerin toplanmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon A.D.
Romatoloji poliklinigine bagvurmus ve hasta kabul kriterlerine uyan 20 goniillii
vakadan ve kontrol amaciyla da 20 saglikli goniillii kisiden lokosit izolasyonu i¢in

periferik kan 6rnegi alindu.

Periferik kan 6rnekleri 6n-kol yiizeyel veninden, heparin iceren tiipe 6 ml,
diiz biyokimya tiiptine 2ml alind1. Ayrilan serumlar anti-CCP 6l¢iimii i¢in yeterli
say1ya ulasincaya kadar —70 °C’de saklandi, alinan tam kan 6rneklerinden 16kosit

izolasyonu bekletilmeden yapildi.

Calismanin in vitro basamagi i¢cin tamamen saglikli olan 10 goniillii
kisiden, 16kosit izolasyonu amaciyla periferik kan 6rnegi alindi. Heparin igceren
tiiplere alinan 6 ml tam kandan bekletilmeden 16kosit izolasyonu yapildi ve bir

16kosit havuzu olusturuldu.
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2.2. Periferik Kandan Lokosit izolasyonu (28)

Periferik kandan l6kosit izolasyonu 1968’de Boyum tarafindan gelistirilen

metod ile dansite gradiyentine gore histopak 1119 ve 1077 kullanilarak yapild: .
2.2.1. Reaktifler

1. Histopak 1077 ve 1119

Sigmadan satmn alindi.

2. PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre pH 7.4)
10 X konsantre PBS i¢cin 2 g KCI, 80 g NaCl, 14,4 g Na,HPO4, 2 g
KH,PO, tartilip 1L distile suya tamamlandi. pH’s1 7,4’e ayarland.

Kullanim esnasinda 1:10 oraninda sulandirildi.
2.2.2. Lokosit izolasyon prosediirii

1 Kullanilacak histopak 1077 ve 1119 oda 1s1smna getirildi.

2 15 ml’lik konik santrifiij tiibline 3ml histopak 1119 pipetlendi.

3. Histopak 1119’un iizerine 3 ml histopak 1077 pipetlendi.

4 Histopak 1077°nin iizerine 6 ml tam kan ¢ok yavas bir sekilde
dikkatle tabakalandirildi.

5. Oda 1s1sinda, 700 g’de 30 dakika santrifiij edildi.

6. Histopak 1019 ile histopak 1077 arasinda kalan granulosit fazindan
pastor pipeti ile 0.5 ml alinip temiz bir konik santrifiij tlipiine aktarildi.

7. Histopak 1077 ile plazma arasinda kalan mononiikleer hiicre
(MNC) fazindan 0.5 ml alinip temiz bir konik santrifiij tiipiine pipetlendi.
8. Hem granulosit hem de MNC igeren tiiplerin iizerine 10 ml PBS
(pH 7.4) tamponu konuldu.

9. Her iki tiip 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

10.  Siipernatan kisim bosaltild1 ve dipte kalan hiicre peleti 10 ml PBS
(pH 7.4) tamponu ile resiispanse edildi.
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11.  Her iki tiip tekrar 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

12.  Her iki tiipiin slipernatan kisimi tekrar bosaltildi ve dipte kalan
hiicre peleti 10 ml PBS (pH 7.4) tamponu ile reslispanse edildi.

13.  Yikanan hiicre peleti 300 pl RPMI 1640 i¢cinde resiispanse edildi.
14.  Bu hiicre siispansiyonundan 50 pl alindi ve 50 ul % 0,5’lik tripan
blue ile slispanse edildi.

15.  Hiicreler thoma lamma alindi ve mikroskopta 20 X’lik biiyiitme
altinda incelendi. Membrant mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan
hiicreler canli olarak kabul edildi.

16.  Hiicre saymm yine thoma lamimda 5 farkli alanda sayim yapilarak
degerlendirildi. Toplam say1 5’e bliindii ve ¢ikan deger 10° ile carpildi.
17.  Cikan sonuca gore hiicreler mlI’de 1 milyon olacak sekilde RPMI
1640 ile siispanse edildi.

2.2.3. Lizat Hazirlama

Hazirlanan hiicre siispansiyonu 20 saniye, 9 siklus ve %80 gii¢le sonike
edilerek hiicreleri parcalandi. Sonike edilen bu lizatlar 14.000 g’de, 4 °C’de 15
dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi protein ve enzim aktivitesinin ol¢iimi

icin temiz ependorflara aktarildi.
2.3. Protein Miktarinin Tayin Edilmesi (85)
2.3.1 Mikro Bisinkoninikasit (BCA)Kit Prensibi
Proteinlerin peptid baglari OH™ iyonu varliginda Cu™ iyonlartyla
reaksiyona girip Cu'-kompleksi .meydana getirir. Cu’-kompleksi bisinkoninikasit

ile reaksiyona girerek pembe renkli BCA- Cu’ kompleksini olusturur. Olusan

pembe renk 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunur.
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Protein (peptid baglar) + Cu™ _QI_ Cu’
Cu’ + bisinkoninikasit (BCA) === tetradentat BCA-Cu" kompleksi
(Pembe renkli)

2.3.2. Kullanilan Malzemeler
RPMI 1640 Tamponu

Periferal kandan izole edilen notrofiller ve mononiikleer hiicreler 300 pl
RPMI 1640 tamponu igerisinde resuspanse edildi. Bu hiicreler Thoma lami

kullamilarak sayildi ve 1x10%/ml hiicre olacak sekilde RPMI 1640 ile diliie edildi.
2.3.3. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi

BSA (Bovine Serum Albumine) 0,2 mg/ml olarak kitin i¢inde hazirdi. Bu
stoktan diliisyonlar yapilarak standarlar hazirlandi. (40 pg/ml, 20 pg/ml, 10
pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml)

Protein 6l¢iimii i¢in kitin i¢inde hazir olarak verilen MA (0,2 N NaOH),
MB (%4’liik bisinkoninik asit), MC (%4’liikk bakir siilfat) soliisyonlar1 25:24:1

oraninda karistirilarak caligsma reaktifi (WR) hazirlandi.

96 kuyucuklu petrilere 100 pl standart ve 100 pl WR pipetlenerek
karistirildt ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat inkiibasyon sonrasinda
standartlar kendi koriine karsi 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede ayni
anda okundu. Tiim protein standartlar1 ¢ift calisildi ve sonuglarin ortalamalar1
alindi. Okunan absorbans degerlerine gore standart grafigi cizildi (Sekil 3.7.1).
Elde edilen dogru yardimiyla sonuglar mililitredeki mikrogram protein miktar1

olarak saptandi.
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Sekil 2.3.1. Protein Standart Grafigi

2.3.4. Numunelerin Protein Miktar Tayini

Hazirlanan lizatlarm bir kismi 1:10 oraninda RPMI ile diliie edilip protein
tayini i¢in kullanildi. Diliie edilen her lizattan 25 pl almip 75 pl distile su ile
tamamland1 (toplam diliisyon orani 1:40). 100 pl numune tizerine 100 pl WR
pipetlendi ve 37 °C’de 96 kuyucuklu petrilerde 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonucunda numuneler ¢ift kontrollii olarak spektrofotometrede 562 nm’de koriine
kars1 okundu. Elde edilen absorbans degerleri, standart grafiginde yerine konarak

orneklerin mililitresindeki mikrogram protein miktari tayin edildi.

2.4. Lokositlerde Peptidilarjinin Deiminaz Enzim Aktivitesinin Olciimii (86)

2.4.1. Kullanilan Malzemeler

Tris HCI/ DTT Tamponu (pH 7.5)
e 200 mM Tris HCI
e 20mM CaCl,
e 10mMDTT

BAEE substrat1 ve sitrulin standart soliisyonu bu tampon i¢erisinde hazirlandi.
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Perklorik Asit Soliisyonu

5 M Perklorik asit soliisyonu reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

2.4.2. PAD Aktivitesi Ol¢iim Metodu (86)

Periferik kandan izole edilen 16kositlerde PAD aktivitesi dl¢iimii i¢in
Sugawara’nin metodu kullandi. Bu metodun esasi, PAD enziminin benzoyl-1-
arginine ethyl ester (BAEE) substratindaki arjinin rezidiilerini 50 °C’de 1 saat
inkiibasyonun ardindan sitrulin rezidulerine ¢evirmesidir (86). Olusan sitrulin
rezidulerinin 530nm’de spektrofotometrede absorbanslari okundu (87). Sonuglar
hazirlanan sitrulin standart grafi§inde yerine konularak enzim aktiviteleri

bulundu. Bulunan enzim aktivitesi mg protein basina aktivite seklinde verildi.

2.4.3. Sitriilin Ol¢iim Reaktifleri

1- Asit Ferrik Soliisyonu (Reaktif 1)

Distile su 550 ml
H,SO4 (konsantre) 250 ml
H;PO4 (konsanre) 200 ml

Oda 1s1sinda sogutulur

FeCl; 250 mg/L

Soliisyon 1s1ktan korunursa oda 1sisinda 2 ay stabildir.

2- Diasetil Monoksim Soliisyonu (DAMO) (Reaktif 2)

500 mg diasetil monoksamin 100 ml distile su i¢inde ¢6zildii. Bu reaktif

koyu renkli sisede 1 ay stabildir.
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3- Kromojenik Reaktif

Kromojenik reaktifi hazirlamak icin ilk 6nce 5 mg TSC tartilarak 50 ml
reaktif 2 icinde ¢oOziildii. Sonra bu karisima 100 ml reaktif 1 eklendi. Bu reaktif
calismaya baslamadan hemen oOnce hazirlanmahidir ve bir saat icinde

kullanilmalidir.

2.4.4. Sitrulin Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

Stok sitrulin standard: hazirlamak i¢in 17.52 mg L-Sitriilin 10 mM DTT
igeren 100 ml Tris HCI Tamponu (pH 7.5) iginde ¢oziildii (—20 °C’de uzun siire
stabil). Bir tinite PAD aktivitesi, 50°C, 60 dakikada 1pmol sitrulin olusumunu
katalizleyen enzim miktaridir (39). Buna gore tablo 2.4.1.°deki PAD
aktivitelerinin katalizleyecegi sitrulin konsantrasyonlar1 asagidaki formiille
hesaplanarak stok soliisyondan hazirlandi (sitrulinin molekiil agirlhigr 175,2 g).
Sitrulin 6l¢tim prosediirii (2.4.6) kullanilarak PAD standart grafigi cizildi (sekil
2.4.1)

Sitrulin PAD akt. Sitrulin Mol.
Konsantrasyonu = (mU/ml) * Agwhigi (@) * 107 * 30 (diliisyon faktorii)
(ng/ml)

Sitrulin PAD Aktivitesi
Konsantrasyonu
5,26 ng/ml I mU
26,3 ng/ml 5SmU
52,56 ng/ml 10 mU
65,75 ng/ml 12,5 mU
131,5 ng/ml 25 mU
263 ng/ml 50 mU
393 ng/ml 75 mU
526 ng/ml 100 mU
1056 ng/ml 200 mU

Tablo 2.4.1. Hazirlanan sitriilin standartlarimin konsantrasyonlar
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Sekil 2.4.1. PAD Standart Grafigi

2.4.5. Sitriilin Ol¢iim Metodu (87)

Sitriilin 6l¢timii Boyde T.R.C ve Rahmatullah M gelistirdigi metoda gore

yapildi. Bu yontemin esasi sitriilin gibi karbamido bilesiklerinin asit soliisyonda

diasetil monoksim ile renkli bir kompleks olusturmasina dayanur.

2.4.6. PAD Olciim Prosediirii

1-

100°er pl hiicre lizat1 100 ul 20 mM BAEE igeren ve icermeyen

tampon (20 mM Ca ClL, 10 mM DTT ve 200 mM Tris HCI pH 7.5) ile

karistirildi.

2- Karisim 50 °C su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.

3- 50 ul 5 M perklorik asit eklenerek reaksiyon durduruldu.
4- Karisim 20 dakika buz i¢inde bekletildi.

5- 10 dakika, 1000 g, 4 °C de santrifuj edildi.

6- Stipernatan sitriilin 6l¢iimii i¢in ayrildi.

Sitriilin 6l¢timii;

7-
8-
9-

33 ul siipernatan 990 ul kromojenik reaktifle karistirildi.
Karigim 100 °C su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiipler oda 1s1sma getirildi.
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10- 530 nm de sitriilin 6l¢timii yapild1.
Sonuglar PAD standart grafiginde yerine konarak PAD aktivitesi bulundu.

2.5. Serumda anti CCP o6l¢iimii (88)

Serumda sitrulinlenmis peptitlere kars1 gelisen anti CCP antikorunun

diizeyi ELISA kitiyle 6l¢iildii (Euroimmun D-23560 Liibeck Seekamp).

2.5.1. Kitin icerigi

Antijen kapli mikro plate.

Kalibratorler (0, 2, 8, 30 ve 100 RU/ml).

Anti CCP referans kontrol.

Pozitif kontrol (100 X konsantre)

Negatif kontrol (100 X konsantre)

Enzim konjugat1 (ALP isaretli anti insan immunglobulin G).
Ornek tamponu (5X konsantre).

Yikama tamponu (16 X konsanre).

e ®° AR DD

Substrat soliisyonu (p-Nitrofenilfosfat, pNPP).
Durdurma soliisyonu (1 M NaOH).

.
&

2.5.2. Ol¢iim Prosediirii
Birinci Basamak (Ornek Inkiibasyonu)
100 ul kalibrator, pazitif ve negatif kontrol ve diliie hasta 6rnekleri mikro

plate pipetlendi. Pipetleme islemi 15 dakikadan uzun stirmemelidir. Oda 1s1sinda

60 dakika inkiibe edildi.
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Birinci Yikama

Kuyucuklar manuel olarak basaltilip 300 pl diliie yikama tamponu ile 3
defa yikand1.

ikinci basamak (Konjugat inkiibasyonu)

Kuyucuklara 100’er ul enzim konjugat1 pipetlendi. 30 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi.

ikinci Yikama

Kuyucuklar manuel olarak bagaltilip 300 pl diliie yikama tamponu ile 3
defa yikand1.

Uciincii Basamak (Substrat inkﬁbasyonu)

Tiim kuyucuklara 100 pul Substrat soliisyonu pipetlendi. Oda 1s1sinda 30
dakika inkiibe edildi.

Durdurma Reaksiyonu

Tiim kuyucuklara 100 pl durdurma soliisyonu pipetlendi.

Olciim

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 60 dakika icerisinde renk

yogunlugunu 405 nm dalga boyunda fotometrik olarak ol¢tildii.
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2.5.3. Anti CCP Standart Grafigi

Anti CCP Standart Grafigi

y=0,0192x - 0,0434
R?>=0,9975

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120
U/ml

Sekil 2.5.1 Anti CCP standart grafigi
2.6. Lokositlerde NO Ol¢iimii
2.6.1. Amperometrik Nitrik Oksit Ol¢iimii (89)

Bir referans elektrot ve bir c¢alisma elektrodundan olusan
elektrokimyasal bir NO sensorii NO igeren bir soliisyona batirildiginda ve 900
mV’luk bir akim referans elektroda uygulandiginda NO elektrodun yiizeyinde
okside olur ve burada kiigiik bir redoks potensiyeli olusur. Calisma ve referans
elektrotlar1 arasindaki redoks akim, okside NO konsantrasyonu ile paraleldir.

Amperometrik NO 6l¢iimii icin NO meter kullanilir (89).
2.6.2. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler
I- Apollo 4000 NO meter World Precision Instruments (WPI)

2- ISO-NOP NO elektrodu (WPI)
3- Dort kanalli 6l¢tim tablas: (WPI)
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4- Reaktif I: 0.1 M siilfiirik asit (H,SO4) ve 0.1 M potasyum iyodiir (KI) 100
ml distile su iginde ¢6ziildii. Soliisyon koyu renk sisede 2-8 °C de saklandi.

5- Reaktif II: 50 uM potasyum nitrit (KNO;) distile su iginde ¢oziildii.
Soliisyon koyu renk sisede 2-8 °C de saklandi.

6- L-arjinin 10 M olarak distile suda ¢6ziildii.

2.6.3.NO Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1. Calismadan 6nce NO meter gece boyunca acgik birakildi ve boylece NO
elektrodunun distile su iginde dengeye gelmesi saglandi. Calismaya
baslamak i¢in akimin 10 pA’y1 gegmemesi ve sabit olmasi1 gerekmektedir.

2. Manyetik karistirici tizerine yerlestirilen kalibrasyon kitine ait cam siseye
soliisyon I’den 10 ml konuldu ve bu sekilde en fazla 10 dakika bekletilerek

akimin sabitlenmesi saglandi (Sekil 2.6.1).

J,JSD-NG sENsor

gas inlet —

l! _ purge outlet
g

rubber septum % o
with hole — — o

| b calibration stand
(] 1 b~ D
| ! I ~4— vial containing
- calibration solution
— & = —
— |
o i

magnetic slirrer

Sekil 2.6.1. Nitrik oksit elektrodunun kalibrasyon diizenegi
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3. Tablo 2.6.1°deki gibi farkli konsantrasyonlardaki KNO, sirayla enjekte
edildi. Kimyasal NO olusumuna dayali kalibrasyonun denklemi asagidaki
gibidir.

2KNQO; + 2KI + 2H,;S04 ey 2NO + I + 2H,0 + 2K,S0y

Tablo 2.6.1. NO kalibrasyon soliisyonlarinin kullanim

10 50 1:201 249
10 100 1:101 495
10 150 1:67 746
10 200 1:51 980
10 250 1:41 1220

4. NO standart grafigi tablo 2.6.1’de gosterilen konsantrasyonlarda hazirland1
(Sekil 2.6.2)

NO Kalibrasyon Grafigi

1400
1200 -
1000 -
800 -
600
400 -
200

y =0,5559x + 192,67
R? = 0,9841

piko Amper (pA)

0 500 1000 1500 2000 2500

NO Konsantrasyonu (nM)

Sekil 2.6.2. NO kalibrasyon grafigi
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2.6.4. Lokositlerde NO ol¢iimii

Calisma grubumuzda yer olan 6 hasta ve 6 kontroliin 2.2.2°de tarif edilen
prosediire gore periferik kandan MNC ve PNL’leri ayrild: ve mililitrede 10° hiicre

olacak sekilde PBS igerisinde resiispanse edildi.

Olciim Prosediirii

1. 2.6.3’te anlatildig1 gibi 6nce cihazin kalibrasyonu yapildi.

2. Numunelerin &l¢iimii i¢in ¢ok kanalli dlciim tablasi kullanildi. Once &l¢iim
tablasina 1 ml hiicre siispansiyonu pipetlendi ve elektrod bu soliisyona
batirilarak soliisyonun havayla temasi kesildi.

3. Soliisyona mlI’de 10° M olacak sekilde L-arjinin enjekte edildi ve 15 dakika
stiresince NO olusumu monitérden takip edildi. Kaydedilen en yiiksek akim
standart grafiginde yerine konarak hiicrenin iirettiZi NO konsantrasyonu

hesaplandu.

2.7. C-Reaktif Protein(CRP), Romatoid Faktor (RF) ve Sedimentasyon

Olciimii
2.7.1. C-Reaktif Protein Ol¢iimii

C-Reaktif Protein’i serumdan Beckman Colter Image Immunochem.
cihazinda 6lciildii. Olgiim Roche firmasina ait CRP-LX hazir kiti kullanilarak
immiinoturbidimetrik yontemle yapildi.
2.7.2. Romatoid Faktér Ol¢iimii

Romatoid Faktor serumdan Beckman Coulter Image Immunochem.

cihazinda 6l¢iildii. Olgiim, Dade Behring firmasina ait N Latex RF hazir kiti

kullanilarak nefelometrik yontemle yapild1.

35



2.7.3. Sedimentasyon Ol¢iimii

Sedimentasyon Westergreen metodu ile 6l¢iildii.

2.8. SDAI (Basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi):

Calismaya dahil olan tiim RA vakalarinda hastalik aktivitesini

degerlendirebilmek icin SDAI asagidaki formiile gore hesaplandi.

SDAI =TIC + SJC + PGA +MDGA + CRP

SDAI = Basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi

TJC = Hassas eklem sayis1 (0-28)

SJC = Sis eklem sayis1 (0-28)

PGA = Hastanin genel durum degerlendirmesi (0-10cm)
MDGA = Hekimin genel durum degerlendirmesi (0-10cm)
CRP = C-Reaktif Protein (mg/dl)

2.9. in vitro Lokosit Havuzunda NO ve PAD Olciimii
2.9.1. Kullanilan Malzemeler
Fitohemaglutinin (PHA)

10pug/ml olacak sekilde PBS icinde ¢oziildii. Soliisyon kisimlara ayrildi.
Kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi.

L-arjinin
10° M olarak distile suda ¢dziildii. Soliisyon kisimlara ayrildi. Kullanilincaya

kadar -20 °C de saklandu.
Leupeptin

50 uM olacak sekilde distile su icinde c¢oziildii. Soliisyon kisimlara ayrild.
Kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi.
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L-NMMA (L-Nitro Mono Metil Arjinin)
I mM olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziildii. Soliisyon kisimlara ayrild.
Kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi.

NIL (L-N-Iminoetil Lizin)
60 pg/ml olacak sekilde distile su i¢cinde ¢o6zildii. Soliisyon kisimlara ayrildi.
Kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi.

2.9.2. Deney Prosediirii

Tamamen saglikli 10 goniillii vakadan heparinli tiiplere tam kan 6rnekleri
alindi. 2.2.2°deki prosediire gore periferik lokositler ayrildi, bir 16kosit havuzu
hazirland: ve mililitrede 10° hiicre olacak sekilde PBS i¢inde resuspanse edildi.

Hiicreleri aktive edecek PHA (10pg/ml) icin en uygun inkiibasyon siiresi
tayin edildi. Bu amagla hiicreler 6 farkli kuyu i¢inde 0, 0.5, 1, 1.5, 3 ve 6 saat
boyunca PHA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda PAD enzim aktivitesi
olctldi.

Ayni siireler sonunda hiicrelerin olusturdugu NO diizeyleri 6l¢iildii. Bu
amagla NO 0Ol¢iim tablasina konan 1 ml hiicre slispansiyonuna 10 pg/ml PHA
enjekte edildi. Inkiibasyonun 0, 0.5, 1, 1.5, 3 ve 6’nc1 saatlerinde dl¢iim tablasina

10° M L-arjinin eklendi. NO sentezi monitorden takip edildi.

Inhibisyon Deneyleri

Lokosit suspansiyonu bes kuyucuga béliindii. 11k kuyucuk kontrol olarak
kabul edildi. Diger kuyucuklar 10 pg/ml PHA ile dnceden belirlenen siirede
inkiibe edildi. Ardindan tiim kuyucuklara 10 M L-arjinin konuldu. Arjinin ilavesi
ile es zamanl1 Gi¢lincli kuyucuga 50 uM leupeptin, dordiincii kuyucuga 1 mM L-
NMMA ve son kuyucuga 60 pg/ml NIL ilave edildi. 30 dakikalik inkiibasyon
sonunda tiim kuyularda PAD aktivitesi ve NO diizeyleri ol¢iildii (Swrasiyla konu
2.4.6 ve 2.6.4°de anlatildig1 sekilde)
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2.10 Gerecler ve Arastirmanin Yiiriitiildiigii Birimler

Spektrofotometre : Thermo Labsystems Multiskan Spectrum, 1500
Santrifiij : Heraeus Instruments Megefuge 1.0 R

Santrifiij : Niive NF 800

Sonikator : Bandelin sonopuls UV 2070

Buzdolaplar1 - Indesit (+4, -20 °C)

Calkalayici : Stovall, The Belly Buttum

pH Metre : Schott CG 840

Su Banyosu : B.Braun Biotech International

Hassas Terazi : Shimadzu AW 120

Inverted mikroskop : Zeiss, Olympus

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezinde

sterilize edildi.

Hiicre lizatinin hazirlanmasinda kullanilan 15 ml’lik plastik tiipler ile
benzeri sarf malzemeler Corning Firmasmndan, kullanilan tiim kimyasallar

Sigma’dan satin alindi.

Calismanin NO 0Ol¢iim kismi Biyokimya AD Laboratuvarinda, diger

Olgtimler Merkez Laboratuvar1 ve Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yapilmastir.

2.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 programi kullanilarak yapildi Tiim
parametreler i¢cin gruplar arasinda anlamli bir iliski olup olmadig1 Kruskal Wallis
Testi, yine tiim parametreler i¢in gruplarmn ikili degerlendirilmesi non parametrik
Mann Witney U Testi ile yapildi. Her grup i¢in farkli parametreler arasindaki
iligkileri degerlendirmek amaciyla Pearson Korelasyon Testi kullanildi. p<0.05

olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli, p>0.05 olanlar ise anlamsiz kabul edildi.
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BULGULAR

3.1 Klinik ve Laboratuvar Degiskenler

Calismaya,

Akdeniz Universitesi

Tip Fakiiltesi

Fizik Tedavi

veE

Rehabilitasyon A.D. Romatoloji poliklinigine basvurmus ve hasta kabul

kriterlerine uyan 20 goniillii RA vakasi ve kontrol amaciyla da 20 saglikli goniillii

kadin vaka dahil edildi. Tiim vakalardan elde edilen demografik, klinik ve

laboratuvara ait sonuglar tablo 3.1’de verildi. Basitlestirilmis hastalik aktivite

indeksi (SDAI) kriterlerine gore vakalar, remisyonda ve aktif donemde olmak

tizere iki gruba ayrildi. Hastalarin 10’u hastaligin aktif doneminde, 10’u ise

remisyonda bulundu.

Tablo 3.1.Cahsmaya katilan vakalara ait degiskenler

Yas 47,6 14,9 42,8 83 50,6 7,1
Cinsiyet K K K K K K
Hastalik Yil1 - - 10,5 9,7 13,6 8,3
CRP (mg/dl) 0,3 0,05 0,7 0,8 1,7 2,1
ESR (mm/h) 15,8 7,6 29,4 15,4 46,8 17,7
RF (mU/ml) 20 19 15 10 71 65 10 72 89
Anti-CCP (U/) 3 0,4 9,7 59 54 39
PNL-PAD

105 55,1 181,2 91,8 387,5 125,7
(mU/mg protein)
MNC-PAD

85,4 21,8 173,1 147 485 3242
(mU/mg protein)
PNL-NO (nM) 114 15,9 120,8 25,7 111,7 12,4

6 3 3

MNC-NO (nM) 1233 8,9 1433 32,1 140,8 54,7
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3.1.1 RA’da Anti CCP ve RF Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Vakalarm serum otoantikor seviyelerinin, ortalama + SD’leri RF ve anti-
CCP ig¢in sirasiyla, kontrolde 19 £ 15 mU/ml, 3 + 0.4 U/I; remisyon donemindeki
vakalarda 72 + 89 mU/ml, 9.7 + 5.9.4 U/I; aktif RA’lilarda 71 = 65 mU/ml ve 54
+ 39 U/l bulundu. Hem remisyondaki hem de aktif donemdeki RA vakalarmin
serumlarinda RF (p<0.05, Sekil 3.1.1) ve anti-CCP (p<0.001, Sekil 3.1.2)
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu. Ancak
remisyondaki vakalarla aktif evredeki RA’lilar arasinda anti-CCP diizeyleri
anlaml derecede farkli (p<0.001, Sekil 3.1.2) bulunurken, RF i¢in fark anlamli
bulunmadi (p>0.05, Sekil 3.1.1).

RA ve Kontrol Grubunda Serum RF Diizeyleri

100

80

60

40

20

Serum RF Diizeyi (mU/ml)

0

Kontrol Remisyon RA Aktif RA

Sekil 3.1.1. RA ve kontrol grubunda serum RF diizeyleri. Vakalarin serum RF
seviyelerinin ortalama + SD’leri sirasiyla, kontrol grubunda 19 + 15 mU/ml, remisyon
donemindeki grupta 72 + 89 mU/ml ve aktif RA’l1 grupta 71 £ 65 mU/ml bulundu. Hem
remisyondaki hem de aktif donemdeki RA vakalarmin serumlarinda RF, kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Remisyondaki vakalarla aktif
evredeki RA’lilar arasinda RF diizeyleri farki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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RA ve Kontrol Grubunda Serum AntiCCP
Diizeyleri
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Sekil 3.1.2. RA ve kontrol grubunda serum anti-CCP diizeyleri. Vakalarin
serum anti-CCP seviyelerinin ortalama + SD’leri sirasiyla, kontrol grubunda 3 + 0.4 U/,
remisyon donemindeki grupta 9.7 £ 5.9.4 U/l ve aktif RA’l1 grupta 54 + 39 U/l bulundu.
Hem remisyondaki hem de aktif donemdeki RA vakalarmin serumlarinda anti-CCP
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.001). Remisyondaki
vakalarla aktif evredeki RA’lilar arasinda anti-CCP diizeyleri anlamli derecede farkli

(p<0.001) idi.

Vakalarin serum RF ve anti-CCP i¢in duyarlilig1 sirasiyla, remisyon
donemindeki vakalarda; %60 ve %80; aktif RA’lilarda %70 ve %100 bulundu.
Testlerin 6zgiilliigii ise RF i¢in %70, anti-CCP i¢in %100°dii.

3.1.2. Lokositlerde PAD aktivitesi

Aktif donemdeki ve remisyondaki toplam 20 RA’l1 vaka ve 20 kontrol
grubunda periferik kandan polimorf niiveli 16kosit (PNL) ve mononiikleer hiicre
(MNC) izole edildi. Hiicre lizatlarinda yapilan 6l¢iim sonucunda PNL’ler i¢in elde
edilen PAD aktivitesinin ortalama + SD degerleri kontrol, remisyon RA ve aktif
RA grubunda sirasiyla, 104,9 + 55; 181,2 £ 91,8 ve 387,5 £125,7 mU/mg protein,
MNC’ler i¢in ise swasiyla, 85,4 + 21,8, 173 + 147,5 ve 485 + 324,2 mU/mg
protein bulundu. Aktif RA’ll vakalarin her iki hiicre grubundaki PAD
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aktivitelerinin kontrole kiyasla anlamli artis gosterdigi saptandi (PNL i¢in
p<0.001, MNC i¢in p<0.05, Sekil 3.1.3). Remisyondaki vakalarda PNL hiicre
grubundaki PAD aktiviteleri kontrole kiyasla anlamli derecede yiiksekti (PNL i¢in
p<0.05, Sekil 3.1.3). Ancak MNC’lerde anlamli bir yiikseklik bulunmadi (p>0.05,
Sekil 3.1.3). Remisyondaki vakalarla aktif evredeki RA’lilar arasinda hem PNL,
hemde MNC PAD aktiviteleri anlamli derecede farkli (her iki hiicre grubunda da
p<0.05, Sekil 3.1.3) idi.

Kontrol ve RA Vakalarinda Lokosit PAD Aktiviteleri

PAD Aktivitesi
(¢
w
=)
S

Kontrol Rem.RA Akt. RA Kontrol Rem.RA Akt RA
PNL MNC

Sekil 3.1.3. PNL’lerde PAD aktivitesi. Aktif RA’li vakalarin her iki hiicre
grubundaki PAD aktiviteleri kontrole kiyasla anlaml yiiksekti (PNL i¢in p<0.001, MNC
icin p<0.05). Remisyondaki vakalarda PNL hiicre grubundaki PAD aktiviteleri kontrole
kiyasla artmis bulundu (PNL i¢in p<0.05). MNC’lerde anlamli bir yiikseklik bulunmadi
(p>0.05). Remisyondaki vakalarla aktif evredeki RA’lilarda hem PNL, hem de MNC
PAD aktiviteleri arasinda anlamli farklilik (her iki hiicre grubunda da p<0.05) vardi.

3.1.3. PAD ve Anti CCP Arasindaki lliski
Hem aktif donemdeki hem de remisyondaki RA vakalarmin PNL PAD

aktivitesi ile serum anti CCP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon bulundu (her iki grup i¢in de r = 0.73, p<0.05, Sekil 3.1.4).
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Sekil 3.1.4. RA vakalarinda anti-CCP ve PNL PAD aktivitesinin korelasyonu.
A. Aktif donemdeki RA vakalarinda anti-CCP ve PNL PAD aktivitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon vardi (r = 0.73, p<0.05). B. Remisyon

donemindeki RA vakalarinda da anti-CCP ve PNL PAD aktivitesi arasinda istatistiksel

olarak anlamli pozitif korelasyon vard1 (r = 0.73, p<0.05).
3.1.4. Vakalarin Lokositlerinde NO Diizeyleri

Lokositlerde yapilan 6l¢iim sonucunda PNL’ler icin elde edilen NO
diizeylerinin ortalama + SD degerleri kontrol, remisyon RA ve aktif RA grubunda
srrasiyla, 114 £15,9, 120,8 + 25,7 ve 111,7 + 12,4 nM; MNC’ler i¢in ise sirasiyla,
123,3 £ 8,9, 143,3 + 32,1 ve 140,8 + 54,7 nM bulundu. Hem aktif donemdeki hem

de remisyondaki RA vakalarinin her iki 16kosit grubunda da NO diizeyleri ile
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kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (her iki grup i¢in

p>0.05).
3.2. In Vitro Inhibisyon Deneyleri
3.2.1. Lokosit Havuzunda NO ve PAD inhibisyonu

Hiicreleri aktif edecek PHA (10pg/ml) i¢cin en uygun inkiibasyon stiresi
tayin etmek amaciyla hiicreler 6 farklh kuyu ig¢inde 0, 0.5, 1, 1.5, 3 ve 6 saat
boyunca PHA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sonike edilen hiicrelerde
PAD enzim aktivitesi ve ayni siireler sonunda hiicrelerin olusturdugu NO
diizeyleri 6lctildii. Hem PAD aktivitesi hem de NO diizeyi en fazla 1,5 saat PHA

inkiibasyonu sonrasi artmig bulundu (Sekil 3.2.1).

400
200

1200 300
= £ 1000 + 250
0 ©
£ € 800 1200 o
z 2 = |_—e—PAD
£ 600 1150 £
< E’ o —=— NO
a £ 1100 2
o E

0 1 2 3 4 5 6

Zaman (saat)

Sekil 3.2.1. Lokosit hiicre havuzunda PHA ile farkh inkiibasyon siirelerinin
NO diizeyi ve PAD aktivitesi iizerine etkisi. Lokosit havuzunun 10uM PHA ile 1,5
saat inkiibasyonu NO ve PAD diizeylerini en fazla aktif eder.
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Sekil 3.2.2. Aktif l16kosit havuzunda NO ve PAD inhibitorlerinin PAD (A) ve
NO (B) diizeylerine etkisi.

Lokosit siispansiyonu bes kuyucuga boliindii. 11k kuyucuk kontrol olarak
kabul edildi. Diger kuyucuklar 10 pg/ml PHA ile 1,5 saat inkiibe edildi. Ardindan
tiim kuyucuklara 10° M L-arjinin konuldu. Bununla birlikte ticiincii kuyucuga 50
uM leupeptin, dordiincii kuyucuga 1 mM L-NMMA ve son kuyucuga 60 pg/ml
NIL ilave edildi. 30 dakikalik inkiibasyon sonunda tiim kuyulardaki PAD
aktivitesi sirasiyla; 135, 376, 55, 227 ve 754 mU/mg protein (Sekil 3.2.2-A) ve
NO diizeyleri ise sirastyla;102, 509, 1016, 127 ve 212 nM (Sekil 3.2.2-B)

bulundu.
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Aktif 16kosit havuzunda NO ve PAD inhibitdrlerinin kullanimi ile NO ve
PAD diizeylerinin yiizde degisimine bakildi. Inhibisyon yiizdelerini belirlemek
amaciyla sadece arjinin ve PHA eklenen grubun 6lgiilen NO ve PAD seviyeleri
%100 kabul edildi (Sekil 3.2.3-A). Buna gore, PHA ve arjinin yanisira spesifik
PAD inhibitorii olan leupeptin eklenen grupta PAD aktivitesi %75 azalmis, NO
diizeyi %100 artmist: (Sekil 3.2.3-B). PHA, arjinin yanisira non spesifik NOS
inhibitorii olan L-NMMA eklenen grupta PAD aktivitesi %40 azalmig, NO diizeyi
%75 azalmist1 (Sekil 3.2.3-C). PHA, arjinin ile beraber spesifik i-NOS inhibitori
L-NIL eklenen son grupta ise PAD aktivitesinin %100 arttig1, NO diizeyinin ise
%60 azaldig1 gorildi (Sekil 3.2.3-D).

D Arg + PHA + L-NIL _
C Arg + PHA + L-NMMA B % NO
B Arg + PHA + Leu 8 % PAD
A Arg + PHA |
6 2‘5 5‘0 7‘5 160 125 150 1%5 200

%

Sekil 3.2.3. Aktif lokosit havuzunda NO ve PAD inhibitorlerinin NO ve PAD
diizeyleri iizerine etki yiizdesi. A. Arjinin ve PHA eklenen bu grupta bulunan NO ve
PAD seviyeleri %100 kabul edildi. B. PHA, arjinin ve leupeptin eklenen bu grupta PAD
aktivitesi %75 azalirken, NO diizeyi %100 artti. C. PHA, arjinin ve L-NMMA eklenen bu
grupta PAD aktivitesi %40 azalirken, NO diizeyi %75 azaldi. D. PHA, arjinin ve L-NIL
eklenen bu grupta PAD aktivitesi %100 artarken, NO diizeyi %60 azald1.
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TARTISMA

Romatoid artrit (RA), en sik karsilasilan ve toplumun % 0.5-1’ini
etkileyen inflamatuvar artrit tablosudur. Primer olarak el ve ayaklarm kiigiik
eklemlerini tutan simetrik poliartrikiiler bir hastaliktir. Poliartritle sinirli olmay1p
daima eklem dis1 semptom ve bulgular da gosteren bir hastalik olarak
bilinmektedir. Tiim vakalardaki genel semptomlar simetrik eklem agris1 ve sisligi
halsizlik ve sabah tutuklugudur. Siklikla etkilenen eklemler el ve ayak parmaklar1
basta olmak iizere el bilegi, diz ve ayak bilegidir (1). Calismalar, geri doniisiimsiiz
eklem kikirdak yikimmm romatoid artritin erken doneminde basladigini
gostermektedir. Bu nedenle tedaviye, eklem hasarndan korunmak i¢in erken

donemde baslanmasi zorunludur (3).

Hastaligin patogenezi, genetik ve ¢evresel bazi faktorlerin tetikleyici
olarak rol oynadiklar1 ispatlandigi halde, hala tam olarak aydimnlatilamamistir.
Ancak hastaligin baslangici net olmasa da devamlilig1 saglayanin immunolojik

olaylar oldugu ve bunun eklem hasarinda rol oynadig iyi bilinmektedir (1).

Romatoid faktoriin bir antikor olarak tanimlanmasi ve romatoid artritli
hastalarin kanlarinda romatoid faktoriin (RF) saptanmasi otoimmunitenin RA
patogenezinde rol oynayabileceginin ilk kaniti1 olmustur. Hastaliga yakalanan
vakalarin % 80 kadarmin RF seropozitif olmasi bu diisiinceyi giiclendirmistir
(2,3). Ancak bu antikorun kronik inflamatuvar hastaliklarin ¢ogunda hatta ileri
yastaki sagliklt bireylerde bile saptanmig olmasi RA i¢in spesifitesini

kisitlamaktadir (4,5).

Gilinlimiizde Romatoid artrit i¢cin RF’den ¢ok daha spesifik bir otoantikor
ailesi tanimlanmistir (6). Bu antikorlarin, yapisinda sitrulin iceren proteinlere
kars1 gelistigi gosterilmistir. Sitrulin standart olmayan bir amino asittir ve
translasyon sirasinda proteinlerin yapisina katilmaz. Ancak bazi durumlarda
proteinlerin yapisindaki arjininlerin posttranslasyonel enzimatik deiminasyonu ile

sitruline donmeleri sonucu sitrulin iceren modifiye proteinler olusabilir. Bu
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reaksiyon sitrulinasyon olarak adlandirilir ve bu déniisiim Ca™" bagiml1 bir enzim
olan peptidilarjinin deiminaz ailesi tarafindan katalizlenir (10-14, 39-43).
Northern blot teknigiyle PAD4 proteininin dokulardaki dagilimi incelendiginde,
bu izoformun ozellikle kemik iliginde ve periferik kandaki notrofil ve
monositlerde yiiksek miktarlarda sentezlendigi gosterilmistir (43-47). RA’da
periferik kandan sinoviyuma notrofillerin ve monositlerin gog ettigi bilinmektedir.
Inflamasyonun etkisiyle artan 1okosit membran gegirgenligi, hiicre i¢i Ca’"
konsantrasyonunu arttirir. Buda PAD4 enziminin aktive olmasma neden olur.
Aktive PADA4, ekstravaskuler fibrin proteinini sitrulinler ve olusan bu modifiye
fibrin proteinine kars1 bolgesel 6zellesmis B lenfositler tarafindan otoantikor
sentezi gerceklesir. Sitrulinli peptidlere karst olusan bu antikorlar (anti-CCP)
RA’11 hastalarin hem sinoviyal dokularinda hemde serumlarinda gosterilmis olup
hastalik icin oldukca spesifiktir. Daha Once yapilan ¢alismalar, RF’nin anti-
CCP’ye gore daha duyarh (%62) fakat daha az 6zgiil (%84) bir test iken, anti-
CCP’nin RA i¢in oldukca 6zgiil (%98) ve duyarli (%68-75) oldugunu gostermistir
(15,17). Bu otoantikorun saptanmasma yonelik gelistirilmis bir ELISA kiti
bulunmaktadir ve bugiin bu parametre RA’nin erken tanisinda ve prognozunun

degerlendirilmesinde RF’den ¢ok daha kiymetli bulunmaktadir (38,41-46).

Bizim bu calismadaki ilk amacimiz romatoid artrit prognozunu yansitmada
anti-CCP’nin etkili olup olmadigin1 degerlendirmekti. Sonugta RA’l1 vakalarin
serum RF ve anti-CCP i¢in duyarliligint sirasiyla, remisyon donemindeki
vakalarda; %60 ve %80; aktif evredekilerde %70 ve %100, testlerin 6zgiilliigiini
ise RF i¢in %70, anti-CCP i¢in %100 olarak bulduk. Her iki otoantikorun hastalik
aktivitesi ile iliskisine baktigimizda, kontrole kiyasla RA vakasini ayirt etmede,
her iki testinde etkili oldugunu ( RF i¢in p<0.05 ve anti-CCP i¢in p<0.001) ancak
remisyon ve aktif ddonem ayiriminda sadece anti-CCP’nin etkili oldugunu gérdiik
(anti-CCP i¢in p<0.001 ve RF icin p>0.05). Bu nedenle anti-CCP’nin RA ig¢in
kullanilan remisyon kriterleri icinde yer almasmin dogru olacagini

disiinmekteyiz.
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RA’l1 sinoviyal dokuda anti CCP ve sitrulinlenmis proteinlerin varliginin
gosterilmesi bu alanda PAD enziminin de olmasi gerektigini akla getirmistir.
Bugiin RA’ln vakalarin sinoviyal dokularinda, insitu RT PCR ve
immunhistokimyasal teknikler kullanilarak sitrulinlenmis proteinlerin yanisira
PAD4 ve PAD2 proteinlerinin varligr da kanitlanmistir. Sinoviyal dokuda bu
enzimin kaynag1 olarak iki hiicre gosterilmistir; aktive makrofajlar ve notrofiller
(28). RA’da, periferik kandan sinoviyal dokuya ¢ok sayida monosit ve notrofil
go¢ eder. Ekleme ulasan monositler aktive makrofajlara doniiserek sinoviyal
membrana yerlesirler. Bu hiicrelerin PAD2 ve PAD4 sentezledigi ve RA’lilerde
sitrulinlenmis protein igerdikleri gosterilmistir (20,28,31,32).

Bu calismadaki bir amacimiz da hastalarin periferik lokositlerinde PAD
enzim aktivitesini Olgmek ve hastalik aktivitesi ile iligkisi olup olmadigina
bakmakti. Sonugta Ozellikle aktif donemdeki RA vakalarinin MNC ve
graniilositlerinde PAD enzim aktivitesinin kontrole kiyasla anlamli artig
gosterdigini bulduk (PNL i¢in p<0.001, MNC i¢in p<0.05). Yine remisyondaki
vakalarda da PNL hiicre grubundaki PAD aktivitesini kontrole kiyasla anlamli
derecede yiiksek gordiik (PNL icin p<0.05). Ancak MNC’lerde anlamli bir
yiikseklik bulunmadik (p>0.05). Buna karsilik, remisyondaki vakalarla aktif
evredeki RA’lilar arasinda hem PNL, hem de MNC PAD aktivitelerinin anlamli
derecede farkli oldugunu gordiik (Her iki hiicre grubunda da p<0.05). Yan1 sira
hem aktif donemdeki hem de remisyondaki RA vakalarinin PNL PAD aktivitesi
ile serum anti CCP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
saptadik (her iki grup i¢in de r=0.73, p<0.05). Bunlara dayanarak romatoid artrit
patogenezinde, sitrulinli peptid otoantijenlerinin olusumuna neden olan PAD
enzim aktivitesinin notrofillerde daha fazla oldugunu, otoantikor olusumundan
bliylik o6lgiide bu hiicrelerin sorumlu oldugunu ve hastalik aktivitesinin
degerlendirilmesinde  Ozellikle  periferal  ndtrofil PAD  aktivitesinin

kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.
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Romatoid artrit multifaktoriyal bir hastaliktir. Bu giine kadar yapilan bir
cok calisma, inflamatuvar eklem patogenezinde ve inflamasyonun
kroniklesmesinde nitrik oksidin (NO) de rolii oldugunu gostermistir (10-15).
Normal durumda eklem ic¢indeki major NO kaynagi kondrositler ve sinovisitik
fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem i¢i en 6nemli NO kaynagmnin, periferden
bolgeye gd¢ eden monositlerin olusturdugu makrofajlar oldugu anlasilmistir
(11,12). Yine inflamatuvar eklem alanina go¢ eden notrofillerin de 6zellikle artan
INOS aktiviteleri iizerinden NO sentezini arttirarak patogeneze katkida
bulundugunu gosteren caligmalar vardir (13,16). IL-1 basta olmak iizere bazi
sitokinlerin uyarisiyla kondrositler, bolgesel makrofajlar ve nétrofillerde NO
sentezi artar. Artan NO’nun artrit patogenezinde, kondrsitlerde apopitozisini
arttirarak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks metalloproteinazlar1 (MMPs)

aktive ederek etki gosterdigi bilinmektedir (11,12,14,15).

Calismamizda RA’ll vakalarin periferik kan nétrofil ve mononiikleer
hiicrelerinde nitrik oksit (NO) diizeyini tayin ettik ve bunlarin hastalik aktivitesi
ile olas1 iligkilerini degerlendirdik. RA vakalarmnin her iki 16kosit grubunda da NO
diizeyleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark géremedik

(iki grup i¢in de p>0.05).

Peptidilarjinin deiminaz (PAD), proteine bagli olan arjinin rezidulerini
sitruline modifiye eden ve bu esnada ortama NH3 salan bir enzimdir. Nitrik oksit
sentaz (NOS) ise serbest arjinini sitruline c¢eviren ve PAD’dan farkli olarak
ortama NO veren bir enzimdir (82). Iki enzim arasindaki iliskiye yonelik yapilan
bir inhibisyon ¢aligmasinda nonselektif NOS inhibitorii olan L-NAME ve L —
thiocitrullin’in milimolar diizeyindeki konsantrasyonlarda dahi PAD enzimini
%100 inhibe ettigi gosterilmistir. Her iki maddenin de PAD'm substrati olan
benzoyl arginine ile yarigmaya girdigi goriilmiistiir. Yine ayni calismada ayrica
sentetik bir peptidil arjinin aldehit inhibitorii olan leupeptinin PAD’1 kuvvetle
inhibe ettigi gdzlenmistir (83).
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Diger taraftan PAD’mn son iirlinii olan NH3’iin iNOS ekspiresyonunu
arttirarak aktive edebilecegi diistiniilmektedir (82). Biitlin bu bulgulardan, NOS
ve PAD aktiviteleri sonrasinda olusan reaksiyon iiriinleri olan serbest ve proteine
bagl sitrulinin bu enzimlerin aktivitelerini inhibe edebilecegi diisiiniilebilir.
Ayrica bu reaksiyon triinlerinden NH3 ve serbest sitrulinin iire dongiisiine katilip
yeniden NOS subtrati olan arjinine doniismesi miimkiindiir. Bu durum NOS i¢in

bir substrat saglama yolu olabilir ve dolayl1 bir PAD-NO iligkisi ortaya ¢ikabilir.

Biz de bu calismada, invitro deney ortamindaki 16kositlerdeki PAD enzimi
aktivitesiyle NO diizeyi arasinda bir baglant1 olup olamayacagini arastirdik. Bu
amagla invitro ortamda hazirladigmmz 16kosit havuzunu kisimlara ayirdik (10°
hiicre/ml) ve farkli kuyucuklara pipetledik. Ardindan tiim kuyular1 bulmus
oldugumuz en uygun inkiibasyon siiresi olan 1,5 saat boyunca 10ug/ml PHA ile
inkiibe edip hiicreleri aktiflestirdik. Tiim kuyucuklara substrat olarak 10° mol/L
L-arjinin ilave ettik. Bir kuyuyu kontrol olarak biraktiktan sonra, sirayla bir
kuyucuga spesifik PAD inhibitorii leupeptin (50 pmol/L), digerine non spesifik
NOS inhibitorii L-NMMA (1 mmol/L) ve son kuyucuga spesifik iNOS inhibitorii
NIL (60 pg/ml) koyduk (83). 30 dakikalik inkiibasyon sonunda tiim kuyulardaki
NO diizeyi ve PAD aktivitesine baktigimizda; leupeptinin PAD aktivitesini %75
azaltirken, NO diizeyini iki katma cikarttigini, L-NMMA’nin PAD aktivitesini
%40, NO diizeyini %75 azalttigmi ve L-NIL’in NO diizeyini %60 azaltirken PAD
aktivitesini iki kat arttirdigin1 saptadik. Bu sonuglara dayanarak, ayni substrata
etki eden iki enzim olan PAD ve NOS aktivitelerinin beraber kontrol altina
almmas1 ozellikle inflamatuvar patolojilerin tedavisinde daha etkili olacaktir

diyebiliriz.
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SONUCLAR

Romatoid artritli vakalarda tedavinin degerlendirilmesi ve prognozun
takibi acisindan serum anti-CCP diizeyinin bir remisyon kriteri olarak ve
hastalik aktivite indeksi hesaplanmasinda kullaniminin faydali olacagini

diisiinmekteyiz.

RA wvakalarmin periferal lokositlerinde oOl¢tiiglimiiz NO diizeylerinin
hastalik aktivitesi ile iligkili bulunmamasi1 vaka saymmizin disik
olmasindan etkilenmis olabilir. Bu sebeple daha genis hasta gruplarinda

calisilmas1 uygun olacaktir.

RA’da hastalik aktivitesine paralel olarak 6zellikle periferal notrofillerde
PAD enzim aktivitesinin belirgin artmasi nedeniyle, hastaligin tedavi
takibinde bu enzim diizeyine bakilmasini ve tedavide PAD enzimini inhibe
edecek ajanlar gelistirilmesini 6nermekteyiz. Ancak bu esnada, yaptigimiz
invitro inhibisyon ¢aligmasinin sonuglarina dayanarak, gelistirilecek ajanin
PAD ile birlikte NOS’u da inhibe etmesine dikkat edilmesi gerektigini

diisiiniiyoruz.

52



10.

KAYNAKLAR

. Firestein GS. Evolving concepts of rheumatoid arthritis. Nature. May 15;423:356-61,

2003.

Firestein GS, Corr M. Common mechanisms in immune-mediated inflammatory

disease. J] Rheumatol. Suppl. Feb;73:8-13; discussion 29-30, 2005.

. Lee DM, Weinblatt ME.Rheumatoid arthritis. Lancet. Sep 15;358(9285):903-11, 2001.

Symmons DP. Epidemiology o persistence and outcome.f rheumatoid arthritis:
determinants of onset, persistence and outcome. Best Pract.Res.Clin.Rheumatol.

Dec;16(5):707-22, 2002. Review.

Stastny P. HLA-D and Ia antigens in rheumatoid arthritis and systemic lupus
erythematosus. Arthritis Rheum. Jun;21(5 Suppl):S139-43.), 1978.

Silman AJ. Epidemiology and genetics of rheumatoid arthritis. Arthritis Res. 4 Suppl
3:265-72. May 9, 2002.

Tuomi T. Smoking, lung function, and rheumatoid factors. Ann Rheum Dis.

Oct;49(10):753-6, 1990.

Best Pract Res Clin Rheumatol. 2002 Dec;16(5):707-22.stastny p. HLA-D and Ia
antigens in rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.

Jun;21(5 Suppl):139-43, 1978.

Arnett FC, Edworthy SM, Bloch DA et al. The American Rheumatism Association
1987 revised criteria for the classification of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum.

31:315-24, 1988.

Sakurai H, Kohsaka H, Liu M-F, Higashiyama H, Hirata Y, Kanno K, et al. Nitric
oxide productioa and inducible nitric oxide synthase expression in inflammatory

arthritides. J Clin Invest. 96:2357-63, 1995.

55



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Hadjigogos K. The role of free radicals in the pathogenesis of rheumatoid arthritis.
Panminerva Med. 45:7-13, 2003.

Christophe B, Emmanuelle D-L, Hervé B, Dominique L, Maxime B. Nitric oxide in
rheumatology. Joint Bone Spine. 68:457-62, 2001.

St. Clair EW, Wilkinson WE, Lang T, Sanders L, Misukonis MA, Gilkeson GS,
Pisetsky DS, Granger DL, Weinberg JB. Increased expression of blood mononuclear
cell nitric oxide synthase type 2 in rheumatoid arthritis patients. The Journal of

Experimental Medicine. 184:1173-78, 1996.

Stefanovic-Racic M, Stadler J, and Evans CH. Nitric oxide and arthritis. Arthritis and
rheumatism. 36:1036-44, 1993.

Clancy RM, Amin AR, Abramson SB. The rol of nitric oxide in inflamation and
immunity. Arthritis & Rheumatism 41:1141-51, 1998.

Sethi S and Dikshit M. Modulation of polymorphonuclear leukocytes function by
nitric oxide. Thrombosis Research 100:223-247, 2000.

Van Schaardenburg D, Lagaay AM, Otten HG, Breedveld FC. The relation between
class-specific serum rheumatoid factors and age in the general population. Br J

Rheumatol 32:546-9, 1993.

Newkirk MM. Rheumatoid factors: host resistance or autoimmunity? Clin Immunol.

Jul;104(1):113, 2002.

Van Boekel MA, Vossenaar ER, van den Hoogen FH, van Venrooij WJ. Autoantibody
systems in rheumatoid arthritis: specificity, sensitivity and diagnostic value. Arthritis

Res. 4(2):87-93. Epub 2001 Nov 06, 2002.

Alnigenis MN, Warikoo S, Barland P. Amtiperinuclear factor and antikeratin
antibody: diagnostic use in a clinical laboratory setting. J Rheumatol. Aug;27(8):2056-
7, 2000.

56



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Young BJ, Mallya RK, Leslie RD, Clark CJ, Hamblin TJAnti-keratin antibodies in
rheumatoid arthritis. Br Med J. Jul 14 (2):97-9, 1979.

Simon M, Girbal E, Sebbag M, Gomes-Daudrix V, Vincent C, Salama G, Serre G. The
cytokeratin filament-aggregating protein filaggrin is the target of the so-called
"antikeratin antibodies," autoantibodies specific for rheumatoid arthritis. J Clin Invest.

Sep;92(3):1387-93, 1993.

Sebbag M, Simon M, Vincent C, Masson-Bessiere C, Girbal E, Durieux JJ, Serre
GThe antiperinuclear factor and the so-called antikeratin antibodies are the same

rheumatoid arthritis-specific autoantibodies. J Clin Invest. Jun;95(6):2672-9, 1995.

Schellekens GA, de Jong BA, van den Hoogen FH, van de Putte LB, van Venrooij
WIJCitrulline is an essential constituent of antigenic determinants recognized by

rheumatoid arthritis-specific autoantibodies. J Clin Invest. Jan 1;101(1):273-81, 1998.

Schellekens GA, Visser H, de Jong BA, van den Hoogen FH, Hazes JM, Breedveld
FC, van Venrooij WJ. The diagnostic properties of rheumatoid arthritis antibodies
recognizing a cyclic citrullinated peptide. Arthritis Rheum. Jan;43(1):155-63, 2000.

Van Venrooij WJ, Hazes JM, Visser H. Anticitrullinated protein/peptide antibody and
its role in the diagnosis and prognosis of early rheumatoid arthritis. Neth J Med.

Nov;60(10):383-8, 2002.

Vasishta A. Diagnosing early-onset rheumatoid arthritis: the role of anti-CCP
antibodies. Am Clin Lab. Aug-Sep;21(7):34-6, 2002.

Visser H, le Cessie S, Vos K, Breedveld FC, Hazes JM. How to diagnose rheumatoid
arthritis early: a prediction model for persistent (erosive) arthritis. Arthritis Rheum.

Feb:46(2):357-65, 2002.

Kroot EJ, de Jong BA, van Leeuwen MA, Swinkels H, van den Hoogen FH, van't Hof
M, van de Putte LB, van Rijswijk MH, van Venrooij WJ, van Riel PL. The prognostic

57



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

value of anti-cyclic citrullinated peptide antibody in patients with recent-onset

rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. Aug;43(8):1831-5, 2000.

Meyer O, Labarre C, Dougados M, Goupille P, Cantagrel A, Dubois A, Nicaise-
Roland P, Sibilia J, Combe B. Anticitrullinated protein/peptide antibody assays in
early rheumatoid arthritis for predicting five year radiographic damage. Ann Rheum

Dis. Feb;62(2):120-6, 2003.

Vencovsky J, Machacek S, Sedova L, Katkova J, Gatterova J, Pesakova V, Ruzickova
S. Autoantibodies can be prognostic markers of an erosive disease in early rheumatoid

arthritis. Ann Rheum Dis. May;62(5):427-30, 2003.

Van Venrooij WJ, Pruijn GJ. Citrullination: a small change for a protein with great
consequences for rheumatoid arthritis. Arthritis Res. 2(4):249-51. Epub 2000 May 24,
2000.

Vossenaar ER, Radstake TR, Van Der Heijden A, Van Mansum MA, Dieteren C, De
Rooij DJ, Barrera P, Zendman AJ, Van Venrooij WJ. Expression and activity of
citrullinating peptidylarginine deiminase enzymes in monocytes and macrophages.

Ann Rheum Dis. Apr;63(4):373-81, 2004.

Vossenaar ER, Zendman AJ, van Venrooij WJ, Pruiyjn GJ. PAD, a growing family of
citrullinating enzymes: genes, features and involvement in disease. Bioessays.

Nov;25(11):1106-18, 2003.

Vossenaar ER, Nijenhuis S, Helsen MM, van der Heijden A, Senshu T, van den Berg
WB, van Venrooij WJ, Joosten LA. Citrullination of synovial proteins in murine

models of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. Sep;48(9):2489-500, 2003.

Rus'd AA, Ikejiri Y, Ono H, Yonekawa T, Shiraiwa M, Kawada A, Takahara H.
Molecular cloning of cDNAs of mouse peptidylarginine deiminase type I, type III and

type IV, and the expression pattern of type I in mouse. Eur J Biochem.

Feb;259(3):660-9, 1999.

58



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Guerrin M, Ishigami A, Mechin MC, Nachat R, Valmary S, Sebbag M, Simon M,
Senshu T, Serre G. cDNA cloning, gene organization and expression analysis of

human peptidylarginine deiminase type I. Biochem J. Feb 15;370:167-74, 2003.

Nakashima K, Hagiwara T, Ishigami A, Nagata S, Asaga H, Kuramoto M, Senshu T,
Yamada M. Molecular characterization of peptidylarginine deiminase in HL-60 cells
induced by retinoic acid and lalpha,25-dihydroxyvitamin D(3). J Biol Chem. Sep
24;274(39):27786-92, 1999.

Asaga H, Nakashima K, Senshu T, Ishigami A, Yamada M. Immunocytochemical
localization of peptidylarginine deiminase in human eosinophils and neutrophils. J

Leukoc Biol. Jul;70(1):46-51, 2001.

Nakashima K, Hagiwara T, Yamada M. Nuclear localization of peptidylarginine
deiminase V and histone deimination in granulocytes. J Biol Chem. Dec

20;277(51):49562-8. Oct 18, 2002.

Suzuki A, Yamada R, Chang X, Tokuhiro S, Sawada T, Suzuki M, Nagasaki M,
Nakayama-Hamada M, Kawaida R, Ono M, Ohtsuki M, Furukawa H, Yoshino S,
Yukioka M, Tohma S, Matsubara T, Wakitani S, Teshima R, Nishioka Y, Sekine A,
lida A, Takahashi A, Tsunoda T, Nakamura Y, Yamamoto K. Functional haplotypes
of PADI4, encoding citrullinating enzyme peptidylarginine deiminase 4, are associated

with rheumatoid arthritis. Nat Genet. Aug;34(4):395-402, 2003.

Masson-Bessiere C, Sebbag M, Durieux JJ, Nogueira L, Vincent C, Girbal-Neuhauser
E, Durroux R, Cantagrel A, Serre G. In the rheumatoid pannus, anti-filaggrin
autoantibodies are produced by local plasma cells and constitute a higher proportion of

IgG than in synovial fluid and serum. Clin Exp Immunol. 2 Mar;119(3):544-52, 2000.

Reparon-Schuijt CC, van Esch WJ, van Kooten C, Schellekens GA, de Jong BA, van
Venrooij WJ, Breedveld FC, Verweij CL. Secretion of anti-citrulline-containing
peptide antibody by B Ilymphocytes in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum.
Jan;44(1):41-7, 2001.

59



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Masson-Bessiere C, Sebbag M, Girbal-Neuhauser E, Nogueira L, Vincent C, Senshu
T, Serre G. The major synovial targets of the rheumatoid arthritis-specific antifilaggrin
autoantibodies are deiminated forms of the alpha- and beta-chains of fibrin. J

Immunol. Mar 15;166(6):4177-84, 2001.

Cutolo M, Sulli A, Barone A, Seriolo B, Accardo S. Macrophages, synovial tissue and
rheumatoid arthritis. Clin Exp Rheumatol. May-Jun;11(3):331-9,1993.

Hayem G, Chazerain P, Combe B, Elias A, Haim T, Nicaise P, Benali K, Eliaou JF,
Kahn MF, Sany J, Meyer O. Anti-Sa antibody is an accurate diagnostic and prognostic
marker in adult rheumatoid arthritis. J Rheumatol. Jan;26(1):7-13, 1999.

Bostan M, Brasoveanu LI, Livescu A, Manda G, Neagu M, lordachescu D. Effects of
synovial fluid on the respiratory burst of granulocytes in rheumatoid arthritis. J Cell

Mol Med. Apr-Jun;5(2):188-94, 2001.

Weinberg JB, Pippen AM, Greenberg CS. Extravascular fibrin formation and
dissolution in synovial tissue of patients with osteoarthritis and rheumatoid arthritis.

Arthritis Rheum. Aug;34(8):996-1005, 1991.

Kroot EJ, de Jong BA, van Leeuwen MA, Swinkels H, van den Hoogen FH, van't Hof
M, van de Putte LB, van Rijswijk MH, van Venrooij WJ, van Riel PL. The prognostic
value of anti-cyclic citrullinated peptide antibody in patients with recent-onset

rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. Aug;43(8):1831-5, 2000.

S Dubucquoi, E Solau-Gervais, D Lefranc, L Marguerie, J Sibilia, J Goetz, V Dutoit,
A-L Fauchais, E Hachulla, R-M Flipo, and L Prin. Evaluation of anti-citrullinated
filaggrin antibodies as hallmarks for the diagnosis of rheumatic diseases. Ann. Rheum.

Dis, April 1; 63(4): 415 — 419, 2004.

O Meyer, C Labarre, M Dougados, Ph Goupille, A Cantagrel, A Dubois, P Nicaise-
Roland, J Sibilia and B Combe. Anticitrullinated protein/peptide antibody assays in
early rheumatoid arthritis for predicting five year radiographic damage Annals of the

Rheumatic Diseases 62:120-126, 2003.

60



52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

Xiaofeng Zeng, Maixing A1, Xmping Tian, Xi1aodan Gan, Yanping Shi, Qinfang Song,
And Fulin Tang. Diagnostic Value of Anti-Cyclic Citrullinated Peptide Antibody in
Patients with Rheumatoid Arthritis. J Rheumatol 30:1451-5, 2003.

Palmer, R.M.J.; Ferrige, A.G.; Moncada, S., "NO release accurents for the biological
activity of EGRF" Nature pp. 524-526, 1987.

Wipke BT, Allen PM. Essential role of neutrophils in the initiation and progression of
a murine model of rheumatoid arthritis. J Immunol. Aug 1;167(3):1601-8, 2001.

Mitchell, H.H.; Shoule, H.A.; Grindley, H.S., "The origin of nitrates in the urine" J.
Biol Chem.pp. 461-490, 1916.

Palmer, R.M.J.; Ferrige, A.G.; Moncada, S., "NO release accurents for the biological
activity of EGRF" Nature pp. 524-526, 1997.

MacMicking, J.; Xie Q-, W.; Nathan, C., "Nitric oxide and macrophage function"
Annu Rev Immunol pp. 323-350, 1997.

J S Stamler, D J Singel and J Loscalzo, Biochemistry of nitric oxide and its redox-

activated forms. Science 258, pp. 18981902, 1992.

A 1 Sharara, D J Perkins and M A Misukonis, Interferon (IFN)-alpha activation of
human blood mononuclear cells in vitro and in vivo for nitric oxide synthase (NOS)
type 2 mRNA and protein expression: possible relationship of induced NOS2 to the
anti-hepatitis C effects of I[FN-alpha in vivo. Journal of Experimental Medicine 186,
pp. 14951502, 1997.

P R Myers, R L Minor, Jr and R Guerra, Jr, Vasorelaxant properties of the

endothelium-derived relaxing factor more closely resemble S-nitrosocysteine than

nitric oxide. Nature 345, pp. 161-163, 1990.

61



61

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

. W A Pryor and G L Squadrito, The chemistry of peroxynitrite: a product from the
reaction of nitric oxide with superoxide. American Journal of Physiology 268, pp. L

699-722, 1995.

A Hausladen, C T Privalle and T Keng, Nitrosative stress: activation of the

transcription factor Oxy. R. Cell 86, pp. 719-729, 1996.

R M Clancy and S B Abramson, Acetylcholine prevents intercellular adhesion
molecule 1 (CD54)-induced focal adhesion complex assembly in endothelial cells via
a nitric oxide-cGMP-dependent pathway. Arthritis & Rheumatism 43, pp. 22602264,
2000.

Abramson SB, Amin AR, Clancy RM, Attur M. The role of nitric oxide in tissue
destruction. Best Pract Res Clin Rheumatol. Dec;15(5):831-45, 2001.

Sakurai, H.; Kohsaka, K.; Liu, M., "Nitric oxide production and inductible nitric oxide

synthase in human chondrocytes" Biochem Biophys Res Commun pp. 398-405, 1993.

Bernardeau C, Dernis-Labous E, Blanchard H, Lamarque D, Breban M. Nitric oxide in

rheumatology. Joint Bone Spine. Dec;68(6):457-62, 2001.

H M Belmont, D Levartovsky and A Goel, Increased nitric oxide production
accompanied by the up-regulation of inducible nitric oxide synthase in vascular
endothelium from patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis &

Rheumatism 40, pp. 1810-1816, 1997.

A 1 Sharara, D J Perkins and M A Misukonis, Interferon (IFN)-alpha activation of
human blood mononuclear cells in vitro and in vivo for nitric oxide synthase (NOS)
type 2 mRNA and protein expression: possible relationship of induced NOS2 to the
anti-hepatitis C effects of [FN-alpha in vivo. Journal of Experimental Medicine 186
(1997), pp. 1495-1502, 1997.

62



69

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

. N L McCartney-Francis, X Song, D E Mizel and S M Wahl, Selective inhibition of
inducible nitric oxide synthase exacerbates erosive joint disease. Journal of

Immunology 666, pp. 2734-2740, 2001.

D T Efron, S J Kirk and M C Regan, Nitric oxide generation from L-arginine is
required for optimal human peripheral blood lymphocyte DNA synthesis. Surgery
110, pp. 327-334, 1991.

P F Merryman, R M Clancy, X H He and S B Abramson, Modulation of human T cell
responses by nitric oxide and its derivative, S -nitrosoglutathione. Arthritis &

Rheumatism 36, pp. 1414-1422, 1993.

Y-M Kim, R V Talanian and R Billiar, Nitric oxide inhibits apoptosis by preventing
increases in caspase-3-like activity via two distinct mechanisms. Journal of Biological

Chemistry 272, pp. 31138-31148, 1997.

R Clancy, G Marder and V Martin, Circulating activated endothelial cells in systemic
lupus erythematosus: further evidence for diffuse vasculopathy. Arthritis &
Rheumatism 44, pp. 1203-1208, 2001.

M Stefanovic-Racic, J Stadler and C H Evans, Nitric oxide and arthritis. Arthritis &
Rheumatism 36, pp. 1036-1044, 1993.

Wipke BT, Allen PM. Essential role of neutrophils in the initiation and progression of
a murine model of rheumatoid arthritis. J Immunol. Aug 1;167(3):1601-8, 2001

Secco DD, Paron JA, de Oliveira SH, Ferreira SH, Silva JS, Cunha Fde Q. Neutrophil
migration in inflammation: nitric oxide inhibits rolling, adhesion and induces

apoptosis. Nitric Oxide, Nov;9(3):153-64, 2003.
Kobayashi H, Cui T, Ando M, Hataishi R, Imasaki T, Mitsufuji H, Hayashi I, Tomita

T. Nitric oxide released from iINOS in polymorphonuclear leukocytes makes them

deformable in an autocrine manner. Nitric Oxide. Nov;7(3):221-7, 2002.

63



78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

H Sakurai, H Kohsaka and M-F Liu, Nitric oxide production and inducible nitric oxide
synthase expression in inflammatory arthritides. Journal of Clinical Investigation 96,

p. 2357, 1996.

E W St Clair, W E Wilkinson and T Lang, Increased expression of blood mononuclear
cell nitric oxide synthase type 2 in rheumatoid arthritis patients. Journal of

Experimental Medicine 184, pp. 1173—-1178, 1996.

Choi JW. Nitric oxide production is increased in patients with rheumatoid arthritis but
does not correlate with laboratory parameters of disease activity. Clin Chim Acta.

Oct;336:83, 2003.

Hilliquin, P.; Borderie, D.; Hernvann, A.; Menkes, C.J.; Ekindjian, O.G., "Nitric oxide
as S-nitrosoproteins in rheumatoid arthritis" Arthritis Rheum. pp. 1512-1517, 1997.

Schliess F, Gorg B, Fischer R, Desjardins P, Bidmon HJ, Herrmann A, Butterworth
RF, Zilles K, Haussinger D. Ammonia induces MK-801-sensitive nitration and
phosphorylation of protein tyrosine residues in rat astrocytes. FASEB .
May;16(7):739-41,2002.

McGraw WT, Potempa J, Farley D, Travis J. Purification, characterization, and
sequence analysis of a potential virulence factor from Porphyromonas gingivalis,

peptidylarginine deiminase. Infect Immun. Jul;67(7):3248-56, 1999.

Smolen JS. A simplified disease activity index for rheumatoid arthritis for use in

clinical practice. Rheumatology. 42:244-257, 2003.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J Biol Chem. Nov;193(1):265-75, 1951.

Watanabe K, Akiyama K, Hikichi K, Ohtsuka R, Okuyama A, Senshu T. Combined

biochemical and immunochemical comparison of peptidylarginine deiminases present

in various tissues. Biochim Biophys Acta. Sep 8;966(3):375-83, 1988.

64



87. Boyde TR, Rahmatullah M. Optimization of conditions for the colorimetric
determination of citrulline, using diacetyl monoxime. Anal Biochem. Sep

15;107(2):424-31, 1980.

88. Lopez-Hoyos M, Ruiz de Alegria C, Blanco R, Crespo J, Pena M, Rodriguez-valverde
V, and Martinez-Taboada VM. Clinical utilitf of anti-CCP antibodies in the
differential diagnosis of elderly-onset rheumatoid arthritis and polymyalgia

rheumatica. Rheumatology Advence Access Published. February.17, 2004.

89. Zhang X and Broderick M. Amperometric detection of nitric oxide. Mod Asp
Immunobiol. 1(4):160-165, 2000.

65



