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OZET

DENEYSEL ROMATOID ARTRIT MODELINDE YUZME EGZERSIiZiNiN
ETKILERININ VE MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Tugce YAVAS DURASILLI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mustafa EDREMITLIOGLU
25/01/2022, 69

Bu calismada deneysel romatoid artrit (RA) modelinde yiizme egzersizinin,
hastaligin gelisimi ve siddetini nasil etkiledigi incelenmistir. Bu amacla 80 adet Wistar

Albino sican kullanilmis ve bu siganlar asagidaki sekilde 3 gruba ayrilmistir:

1. Kontrol grubu
2. Artrit grubu
3. Artrit + Egzersiz grubu

Complete Freud’s Adjuvant (CFA) kullanilarak sicanlarda adjuvanla uyarilan artrit
(AIA) modeli olusturulmustur. Adjuvanin uygulandigr giin RA’nin pre-klinik doneminin
basladigr kabul edilerek, Artrit + Egzersiz grubundaki sicanlara ylizme egzersizi
yaptirilmaya baglanmistir. Yiizme egzersizi haftada 5 giin, giinde 1 saat olacak sekilde 6
hafta boyunca devam etmistir. Egzersiz protokoliiniin bitiminden 48 saat sonra, yani
calismanin 42. giiniinde hayvanlar anestezi altinda iken abdominal aortadan tek kullanimlik
enjektor ile kan alinarak sakrifiye edilmistir. Alinan kan orneklerinden plazma leptin, ve
matriks metalloproteinaz (MMP) aktiviteleri ELISA yontemiyle belirlemistir. Eklem
dokular1 da hiicresel infiltrasyon, pannus olusumu ve kemik rezorbsiyonu agisindan

histopatolojik olarak incelenmistir.

Calismadan elde edilen sonuclara gore yiizme egzersizinin, klinik skorlama ve penge
cap1 Olgiimleri ile hastaligin klinik seyrinde iyilesme sagladig: tespit edilmistir. Radyolojik
ve histopatolojik bulgular da egzersizin eklem, kemik ve yumusak dokudaki hasari

azalttigin1 gostererek klinik skor bulgularini desteklemistir. Ayni zamanda egzersizin artritin
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sebep oldugu kilo kaybi iizerinde de iyilestirici etkisi saptanmistir. Plazma leptin, MMP-1,
MMP-3 ve MMP-8 diizeylerinde anlaml1 bir fark bulunamamasina karsin MMP-13 diizeyi

egzersiz yapan sicanlarda diger gruplara gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.

Calismadan elde edilen sonuglar deneysel artrit modelinde diizenli yiizme egzersizi
uygulamasinin, hastaliin siddetini belirgin olarak azalttigin1 gdstermistir. Romatoid artrit
hastalarinin yasam kalitesini artirmak i¢in yiizme egzersizinin iyi bir secenek oldugunu

sOylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Egzersiz, Artrit, Leptin, Matriks metalloproteinaz, Yiizme.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS AND MECHANISM OF SWIMMING
EXERCISE IN EXPERIMENTAL RHEUMATOID ARTHRITIS MODEL

Tugce YAVAS DURASILLI
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Department of Physiology Master’s Thesis
Advisor: Prof. Dr. Mustafa EDREMITLIOGLU
25/01/2022, 69

In this study, it was investigated how swimming exercise affects the development and
severity of the disease in an experimental rheumatoid arthritis (RA) model. For this purpose,

80 Wistar Albino rats were used and these rats were divided into 3 groups as follows:

1. Control group
2. Arthritis group
3. Arthritis + Exercise group

The adjuvant-induced arthritis (AIA) model was created in rats using Complete Freud's
Adjuvant (CFA). It was accepted that the pre-clinical period of RA started on the day the
adjuvant was applied, and swimming exercise was started for the rats in the Arthritis +
Exercise group. Swimming exercise continued for 6 weeks, 5 days a week, 1 hour a day. 48
hours after the end of the exercise protocol, that is, on the 42nd day of the study, the animals
were sacrificed by drawing blood from the abdominal aorta with a disposable syringe while
under anesthesia. Plasma leptin and matrix metalloproteinase (MMP) activities from blood
samples were determined by ELISA method. Joint tissues were also examined

histopathologically for cellular infiltration, pannus formation and bone resorption.

According to the results obtained from the study, it was determined that swimming
exercise improved the clinical course of the disease with clinical scoring and paw diameter
measurements. Radiological and histopathological findings also supported the clinical score
findings by showing that exercise reduces damage in joints, bones and soft tissue. At the

same time, exercise has been found to have a curative effect on weight loss caused by
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arthritis. Although no significant difference was found in plasma leptin, MMP-1, MMP-3
and MMP-8 levels, MMP-13 levels were found to be significantly lower in exercised rats

compared to other groups.

The results obtained from the study showed that regular swimming exercise practice
significantly reduced the severity of the disease in the experimental arthritis model. It is
possible to say that swimming exercise is a good option to improve the quality of life of

rheumatoid arthritis patients.

Keywords: Exercise, Arthritis, Leptin, Matrix metalloproteinase, Swimming.
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RA Romatoid artrit
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POMC Pro-opiomelanokortin
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TIMP Dogal doku inhibitorleri
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BiRINCi BOLUM
GIRIS

Romatoid artrit (RA), yaygin olarak goriilen kronik inflamatuvar bir hastaliktir.
Diinya niifusunun %0,5- %1’inde goriilmektedir (Tanoka, 2020). Klinik olarak hastaligin
semptomlart erken donem ve ge¢ donemde Onemli farkliliklar gostermektedir. Hastalar
erken donemde yorgunluk, hassas ve sigsmis eklemler ve sabah tutuklugu gibi genel hastalik
semptomlar1 gosterirken; yetersiz tedavi edilen ge¢c donemdeki hastalarda bu semptomlarin
yami sira plevral efiizyonlar, akciger nodiilleri, vaskiilit, hareket acikligi kaybi1 da
goriilebilmektedir. Kronik inflamatuvar durumun yol actigi bu sistemik semptomlar

mortaliteyi artirmaktadir (Lin vd., 2020).

RA’de hastaligin aktivitesini kontrol edebilmek ve zararli etkilerini yavaslatmak i¢in
hastalilk modifiye edici anti-romatizmal ilac (DMARD) olarak bilinen ilaclar
kullanilmaktadir (Morinobu, 2020). Ancak, bu farmakolojik tedavinin fiziksel aktivite ile
kombine edilmesi gerektigini sdyleyen ¢alismalar vardir (Peres vd., 2017; Pope, 2020).

RA ve egzersiz iliskisi literatiirde pek ¢ok ¢alismaya konu olmaktadir. Bu calismalar
genel olarak RA’ll hastalarin hangi tiir egzersizleri yapacagi ve bu egzersizlerin
yogunluklarinin nasil olmasi gerektigi sorularina cevap aramaktadirlar. Spesifik olarak kasin
biiyiimesini uyarmak ve fiziksel zindeligi artirmak i¢in yapilan bisiklet, hizli yiirtime, agirhik
aktarma egzersizleri yiiksek yogunluga sahip dinamik egzersizler olup, eklem hasarina
neden olabilmektedir. Dinamik egzersizler ile karsilastirildiginda eklem {iizerine daha az
stres bindiren eklem hareket acikligi ve germe egzersizleri ile izometrik egzersizler RA
hastalarinda daha fazla tercih edilmektedir (Van den Ende vd., 1996). Eklem {izerine az stres
bindiren egzersizlerin basinda gelen yiizme egzersizinin, RA hastalarinda aerobik kapasiteyi
ve kas giiciinii artirdigi, bunun yam sira bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde de etkili

oldugu ileri siiriilmiistiir (Navarro vd., 2010).

1994 yilinda ilk adipokin olarak kesfedilen leptinin, RA patogenezinde kritik rol

oynadigi sdyleyen ¢aligmalar mevcuttur (Mac Donald vd., 2019). Istahin diizenlenmesinde



onemli rolii oldugu bilinen leptin, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde de oldukca
etkilidir. Dogal katil hiicrelerinin sitotoksisitesini ve graniilositlerin, makrofajlarin, dendritik
hiicrelerin aktivasyonunu artirarak inflamasyonu siddetlendirmektedir (Francisco vd., 2019).
Leptin, T hiicrelerinin yardimec1 T hiicresi-1 (Tul) yoniinde farklilasmasini saglayip, bu
hiicrelerden tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y),
interlokin-17 (IL-17) gibi proinflamatuvar sitokinlerin sekresyonunu artirirken; yardimei T
hiicresi-2 (Tu2) hiicreleri ilizerinde giiclii bir inhibitor etki gostermektedir. Yani; Tul/TH2
dengesini, RA’da goriildiigii gibi, Tul lehine bozmaktadir. Bu sebeple leptin,
proinflamatuvar bir adipokin olarak kabul edilmektedir (Del Prete vd., 2014).

Literatiirde leptin ile egzersiz iligkisini inceleyen caligmalar bulunmaktadir. Bu
calismalarin biiylik bir cogunlugu egzersizin, 6zellikle yiizme gibi aeorobik kapasiteyi
artiran egzersizlerin, leptin seviyesini azalttigini ileri stirmektedir (Becic vd., 2018; Fedewa
vd., 2018; Sun vd., 2019; Yu vd., 2017). Ancak bu calismalarin aksine, egzersizin leptin

seviyesini artirdigini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (Higa vd., 2012; Uysal vd., 2017).

Leptinin proinflamatuvar bir sitokin gibi davrandig1 géz oniine alindiginda, RA’da
egzersizin fiziksel fonksiyonun gelismesi ve agri, yorgunluk, depresyon gibi semptomlarda
diizelme saglamas1 yaninda, leptin seviyelerini etkileyerek anti-inflamatuvar etki ortaya

cikaracag1 ongoriilebilir.

Tiim bunlarin 15181nda ¢alismanin amaci:

1. Egzersizin deneysel RA modelinde artrit gelisimi ve siddetine etkisini incelemek,
2. Egzersizin plazma leptin ve RA patogenezinde etkili olan matriks metalloproteinazlarin

(MMP) diizeylerine etkisini incelemektir.

1.1. Romatoid Artrit

RA, kikirdak ve kemik hasarinin yani sira sakatliga da neden olabilen kronik,
inflamatuvar eklem hastaligidir. Oncelikli olarak eklemleri tutar, ancak romatoid nodiiller,

pulmoner tutulum veya vaskiilit gibi eklem dis1 belirtileri ve sistemik komorbiditeleri iceren
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bir sendrom olarak diisiiniilmelidir. RA, hem birey hem de toplum i¢in onemli zorluklar
yaratan kronik bir hastaliktir. Birey i¢in bu zorluklar kas iskelet sistemindeki problemlere
eslik eden fiziksel fonksiyonda ve yasam kalitesindeki diisiis iken; toplum i¢in ise medikal
bakim maliyetlerinin yanm sira caligma kapasitesi ve toplumsal katilimdaki diisiisti
icermektedir. Hem bireysel hem toplumsal etkilenimin yiiksek oldugu bu hastalikta; erken
tani, tedaviyi acilen baslatma ve inflamasyon kontrolii ve sonugta ortaya cikan hasari
azaltmak veya Onlemek icin yeni tedavi stratejileri gelistirme cabasi olduk¢a Onemlidir

(Smolen vd., 2016).

1.1.1. Romatoid Artrit’in Tarihcesi

Uc bin yi1l once yasayan Amerika yerlilerinin viicutlarinda RA ile uyumlu
degisikliklerin bulunmasi, bu hastalifin eski ¢aglardan beri var oldugunu ve modern bir
hastalik olmadigim gostermektedir (Rolleston ve Bart, 1925; Storey vd., 1994). Sir Alfred
Garrod, ilk defa gut hastaligi ile diger artritik durumlari birbirinden ayirmistir. Gut
hastaligina sahip insanlarin kaninda iirik asit bulundugunu ancak digerlerinde bulunmadigini
gostermistir. Boylece 1859 yilinda gut disinda goriilen artritik problemler, Sir Alfred Garrod
tarafindan “romatoid gut” olarak tanimlanmistir. 1890 yilinda ise Alfred Garrod‘un oglu
Archibald Garrod tarafindan yayimlanan bir kitapta, insan viicudundaki etkisini daha iyi
anlattig1 gerekgesi ile bu hastalik i¢in “romatoid artrit” ismi kullanilmistir (Entezami vd.,

2011).

Bu bilim insanlarimin ¢aligmalarinin yani sira RA’nin eski ¢aglardan beri var olan bir
hastalik oldugunu anlamamizda iinlii ressamlarin eserlerinin de 6nemli rolii vardir. Peter
Paul Rubens, Jacob Jordaens, Sandro Botticelli gibi sanat¢ilarin eserlerinde ozellikle el

bilegi ve parmak eklemlerindeki artrit tutulumlar1 resmedilmistir (Entezami vd., 2011).



Sekil 1. Bir Gencin Portresi, Sandro Botticelli. Unlii ressamin eserinde parmak eklemlerinde

artrit goriiniimii

(https://www.sanatinoykusu.com/deniz-kabugunun-icinden-cikan-venusun-yaraticisi-

sandro-botticelli/ Erisim tarihi: 27.10.2021).

1.1.2. Romatoid Artrit’in Epidemiyolojisi

RA’nin Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da prevalanst %0,5-1’dir. Ancak RA’nin
insidansi ve prevalansi zaman icinde toplumlar arasinda degisiklik gosterebilir. Kuzey yarim
kiirede; kuzeyden giineye ve kentsel alanlardan kirsal alanlara gidildikce hastaligin goriilme
siklig1 azalmaktadir. Bazi yerli Amerikali kabilelerde prevalans oldukca yiiksektir.
Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerdekinin en az iki katidir. Hastalik her yasta ortaya
cikabilmekle birlikte insidansinin en yiiksek oldugu yas 50’dir (Kvien, 2004; Smolen vd.,
2016).



Ulkemizde RA prevalansi ile ilgili ilk calisma 1968 yilinda istanbul’da yapilmstir.
Ancak calismaya katilan popiilasyonun %70’inin Balkanlar’dan yeni gocen insanlardan
olusmasi ¢alismanin Tiirkiye’yi tam olarak temsil etmedigini diisiindiirmiistiir. 2006 yilinda
yayimlanan bir bagka ¢alismada, RA prevalansi Izmir bolgesinde %0,36 olarak bulunmustur

(Akkoc ve Akar, 2006).

1.1.3. Romatoid Artrit’in Etiyolojisi

RA; immiin bozukluk sebebi ile eklemde inflamasyon ve doku hasari ile sonuglanan,
hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin etiyopatogenezde rol oynadig multifaktdryel bir

hastaliktir (Taylor ve Narayan, 2018).

Genetik Faktorler

Genetik faktorlerin RA’nin etiyolojisinde onemli bir rol oynadigi literatiirde agik¢a
belirtilmistir. RA hastalarinin birinci derece akrabalarinda, 6zellikle romatoid faktor (RF)
pozitif ise, RA’nin goriilme sikliginda bir artis oldugu saptanmistir. Tek yumurta ikizleri ile
yapilan ¢alismalarda, ikizlerden birinde hastalik varsa digerinin hasta olma riskinin %30-50
arttig1 saptanmistir. Bu bulgu genetik olmayan faktorlerin de hastalik patogenezine katkida

bulunabilecegini gostermistir (Harris vd., 2006; Taylor ve Narayan, 2018).

RA ile ilgili yapilan genetik ¢alismalarda, hastalik ile iligkili oldugu diisiiniilen pek
cok genetik lokus tanimlanmustir. Insan Iokosit geni olarak bilinen HLA geninin HLA- DR4
allelleri, PTPN22 (protein tirozin fosfataz non-reseptor tip 22), PADI4 (peptidil arjinin
deaminaz 4), CTLA4 (sitotoksik T lenfosit antijen 4) ve FcyRs (Ig G i¢in Fc reseptorleri) bu
genetik lokuslardan bazilaridir. Bunlar arasinda RA ile en onemli iliski HLA-DR4 allelleri
arasinda saptanmistir. HLA-DR4 geni en az 22 allelden olusmaktadir ve bu allellerden RA
ile iligkili bulunanlarin hepsinde, 70-74. aminoasitlerin diziliminin glutamin — 18sin — arjinin
— alanin- alanin seklinde oldugu goriilmektedir. Bu boliim ‘ortak epitop’ olarak

isimlendirilmistir. Ortak epitopun varliginin, hastaligin destriiktif etkileri ile iligkili oldugu



ve sigara kullanimu ile baglantili olarak anti-sitriiline protein antikoru (ACPA) pozitif RA

gelisimi riskini artirdigi kanitlanmistir (Bowes ve Barton, 2008; Mclnnes ve Schett, 2007).

Cevresel Faktorler

RA’nin etiyopatogenezinde genetik faktorlerin yaninda c¢evresel faktorlerin
varliginin da 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Cok sayida mikroorganizmanin genetik
yatkinlig1 bulunan bireylerde hastalik gelisimi riskini artirdigi bulunmakla birlikte sigara
kullanim1 HLA-DR4 pozitif bireylerde hastalik gelisiminde halen en onemli ¢evresel risk
faktorii olarak bilinmektedir (Mclnnes ve Schett, 2007). Sigara kullammm ozellikle
seropozitif olarak adlandirilan ACPA ve RF’ nin pozitif oldugu RA ile iligkili bulunmustur
(Pedersen vd., 2006).
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Sekil 2. RA’nin etiyopatogenezinde rol alan genetik ve ¢evresel faktorler (Mclnnes ve

Schett, 2007).



A&z boslugu, iist solunum yolu ve bagirsagin mukozal yiizeylerinde patojen
mikroorganizmalar bulunabilmektedir. Bu mikroorganizmalarin bagisiklik sistemini RA’ya
yatkinlik gelistirebilecek sekilde degistirdigini gosteren galismalar mevcuttur. Ornegin RA
ve periodontit arasinda Porphyromonas gingivalis bakterisinin neden oldugu bir iligki tespit
edilmistir. Bunun disinda Human parvovirus B19, rubella viriis, human retrovirus 5, hepatit
B viriisii, Epstein—Barr viriisii, borrelia burgdorferi, mycoplasma, mycobacterium
tuberculosis, escherichia coli gibi mikroorganizmalarin da genetik yatkinligi bulunan
bireylerde hastalik gelisimini etkileyebilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur. Ancak tiim
bunlar devam eden arastirmalarin konusu olup; hastalik ile iliskileri aciklanmaya

calisilmaktadir (Jethwa ve Abraham, 2017).

1.1.4. RA’nin Patofizyolojisi

RA patofizyolojisinin merkezinde sinovyum inflamasyonu yer almaktadir. Sinovyal
tabakanin iki hiicre katmani bulunmaktadir. Bunlardan ilki intimal lining tabakas1 ad1 da
verilen ic tabaka, digeri ise sublining tabakas1 adi verilen dis tabakadir. Intimal lining
tabakasi, makrofaj benzeri sinoviyositler (Tip A) ve fibroblast benzeri sinoviyositler (Tip
B)’den olusmaktadir. Kemik iliginden koken alan Tip A hiicreleri IL-1, TNF-o gibi RA
patogenezinde Onemli sitokinleri salgilamanin yani sira immiin sistem hiicrelerinin gog
etmesinde etkili olan anjiyogenezden de sorumludur. Olusan yeni kan damarlar kikirdak ve
kemik komgulugunda daha derin alanlara ilerledik¢e daha fazla hasar olusur. Mezenkimal
kokenli Tip B hiicreleri ise sitokinler, MMP ve arasidonik asit metabolitleri gibi pek cok
inflamatuvar ve yikim mediyatorlerini sentezlerler. Bu molekiillerin sentezlenip
salgilanmasin1 saglayarak kikirdak ve kemik yikiminda birincil rol oynarlar (Lee ve

Weinblatt, 2001).
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Sekil 3. Romatoid artritte inflamasyonlu bir eklemin genel anatomik 6zellikleri (Lee ve

Weinblatt, 2001).

Hastaligin erken doneminde sinovyumda degisiklikler bagslar ve hastaligin
kroniklesmesiyle birlikte de bu degisiklikler farklilasir. Tip A ve Tip B sinoviyositler
sinovyumun kisa siire i¢cinde hiperplastik bir gériiniime ulasmasini saglar. Intimal lining
tabakasinda bu degisimler olurken, sublining tabakasinda da CD4+ T lenfositler, B
lenfositler, makrofajlar ve plazma hiicrelerinin yogun infiltrasyonu ile hiicre sayis1 ve
iceriginde carpici degisiklikler goriiliir. Giderek hipertrofik hale gelen sinovyal doku lokal
olarak kemik ve kikirdak dokulara dogru invaze olmaya baslayan karakteristik pannus
dokusunu olusturur. Pannus, histolojik olarak sinovyal dokudan farkli 6zellikte yapilanir.
Yiiksek seviyelerde MMP iireten mononiikleer hiicreler ve fibroblast benzeri hiicreler igerir.
Eklem kikirdaginin, subkondral kemik yapinin, tendon ve ligamentlerin asinmasina neden

olur (Lee ve Weinblatt, 2001).

Hastaligin merkezindeki sinovyal inflamasyonu neyin tetikledigi bilinmemektedir.
Inflamatuvar siirecin yardimei T lenfositler adiyla da bilinen CD4+ T lenfositlerin sinovyal

dokudaki antijenleri tamimalar1 sonucu basladig: ileri siiriilmektedir. CD4+ T lenfositler



antijen ile dogrudan iliski kuramaz, dendritik hiicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin antijeni
yakalayip isleyerek hiicre yiizeyinde sunmasi ile antijeni tanirlar. Boylece aktive olan
yardimc1 T lenfositler (CD4+) interferon gama (IFN-y), IL-2, IL-17 gibi sitokinleri
sentezleyerek; diger T lenfosit hiicrelerini, makrofajlar1 ve fibroblastlar1 uyarir. IL-2 otokrin
biiyiime faktorii gorevi gorerek aktif T lenfositlerin klonal cogalmasinda rol oynar. CD4+ T
lenfositlerinin aktive ettigi makrofajlardan ise IL-1 ve TNF-a gibi RA patogenezinde

oldukca onemli olan sitokinler sentezlenmektedir (Yang vd., 2019).

B lenfositler, yardimci T lenfositlerin aktive etmesi ile plazma hiicrelerine
doniismektedir. Plazma hiicrelerinden de immunoglobulin (Ig), RF ve ACPA salgilanir ve
bu Ig’ler sinovyal membran, sinovyal sivi ve eklem kikirdagindaki antijenlerle birleserek
immiin kompleksleri olustururlar. Immiin komplekslerin olusumuyla eklem boslugunda
kompleman aktivasyonu yolu ile kemotaktik faktorler sentezlenir. Bu kemotaktik faktorler
damar gecirgenligini artirarak polimorfoniikleer 16kositlerin ve monositlerin toplanmasina
neden olur. Kemotaksik sinyaller T lenfositlerine nereye gitmeleri gerektigini bildirir (Yang

vd., 2019; Weyand, 2000; Volkov ve Schie, 2019).

RA’daki fonksiyon kaybi eklem kikirdagindaki geri doniisiimsiiz hasarin bir
sonucudur. Saglikli eklem kikirdagi, olduk¢a organize bir kollajen ve proteoglikan agindan
olusur. Proteoglikanlar, hiicresel tabakanin olusmasinda rol alan ve cesitli hiicre dis1
molekiillere baglanan, glikozaminoglikanlar olarak adlandirilan kovalent bagh 6zel
polisakkarit zincirleri iceren bir glikoprotein grubudur. Tip II kollajen fibrilleri kikirdak
icerisinde en ¢ok bulunan kollajenlerdir. Proteoglikan matriks icinde rastgele
konumlandirilmislardir ve matrikse dayaniklilik saglarlar. Fizyolojik kosullarda eklemdeki
matriks proteinlerinin sentezi ve yikimi sitokinler ve biiyiime hormonlari tarafindan dengede
tutulmaktadir. Ancak RA’da bu denge yikim lehine bozulur. Makrofajlardan salinan IL-1 ve
TNF-a gibi inflamatuvar sitokinler pannusta bulunan fibroblast benzeri sinoviyositleri
uyararak matriks metalloproteinazlar olarak bilinen ve kikirdak hasarinda 6nemli rol

oynayan yikici enzimlerin salinmasina neden olur (Burrage ve Mix, 2006).



1.1.5. Romaoid Artrit’in Tanis1 ve Bulgulari

Kronik, otoimmiin bir hastalik olan RA’da, eklem hasarim ve fiziksel sakatligi
onlemek icin erken tani ve tedavi olduk¢a 6nemlidir. RA, baslangigta genellikle az sayida
sismis eklem, sabah tutuklugu, yorgunluk gibi spesifik olmayan yapisal semptomlarla
kendini gostermektedir. Erken donemde eklem tutulumu asimetrik olabilir ve poliartikiiler
olmayabilir. Tipik simetrik poliartrit hastaligin ilerleyen donemlerinde goriilmektedir. Bu

nedenle taninin erken donemde konulabilmesi olduk¢a zordur (Burmester ve Pope, 2017).

Son yillarda RA’nin erken donemde belirlenebilmesine yardimci yeni biyobelirtecler
ve RA icin gelistirilen yeni simiflandirma kriterleri ile erken donemde tan1 konulabilmesine

iliskin gelismeler kaydedilmistir (Atzeni vd., 2017).

RA’da altin tanm kriteri yoktur. Klinik pratikte RA tanis1 koymak i¢in 1987 Amerikan
Romatoloji Koleji (ACR) siniflandirma kriterleri yaygin olarak kullanilmaktadir ancak; bu
kriterler RA’nin erken tanisi icin duyarli degildir. 1987 ACR tan kriterlerinin RA’ nin erken
tanisindaki diisiik degerini iyilestirmek i¢in, ACR ve Avrupa Romatizma ile Miicadele Ligi
(EULAR) birlikte 2010 yilinda RA icin yeni siiflandirma kriterleri gelistirmislerdir. Bu
kriterler, 1987 ACR kriterlerine gore daha duyarli olmakla birlikte 6zgiinliigiiniin diisiik
olmas1 sebebiyle gereksiz tan1 konulmasina yol agmaktadir. 2014 yilina gelindiginde ise
Erken RA (ERA) kriterleri adinda yeni bir siniflandirma onerilmistir. Bu yeni siniflandirma
sabah tutuklugu, poliartrit, el eklemlerinin artriti, pozitif RF ve pozitif ACPA gibi kriterleri
icermektedir (Atzeni vd., 2017).

Romatoid faktor, insan Ig G molekiillerinin Fc bolgesine kars1 gelisen antikordur. Ilk
kez 1940 yilinda RA’l1 hastalarin serumlarinda saptanmistir. RA hastalarinin %70-80’inde
pozitif oldugu gosterilmistir. Pozitif ve yiiksek titreye sahip hastalarda hastaligin daha agir
seyrettigi ve romatoid nodiillerin daha sik goriildiigii bulunmustur. Ancak RF bu hastalik
icin spesifik degildir. Sistemik lupus eritematozos (SLE), skleroderma, gut gibi baska

romatizmal hastaliklarda goriilebildigi gibi AIDS, influenza gibi viral enfeksiyonlar ile
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tiibberkiiloz, lepra gibi kronik bakteriyel enfeksiyonlarda da goriilebilir (Shmerling ve
Delbanco, 1991).

RA’nin erken donemde belirlenebilmesi i¢cin énemli olan bir diger biyobelirteg
ACPA’dir. Bu biyobelirteg RA’nin kesin ve erken tanisinda yararli olmanin yaninda
hastaligin takibinde de kritik oneme sahiptir. ACPA, klinik semptomlar kaydedilmeden ¢ok
once gelisir ve hastalar erken donemde ACPA pozitif ve negatif olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Zamanla ACPA pozitif grupta daha fazla kemik erozyonu gelisir ve hastalik daha siddetli
ilerler. Ozellikle sigara kullanimu gibi cevresel faktorler ACPA gelisimi riskini artirir (Atzeni
vd., 2017).

RA’nin klinik goriiniimii her hastada farkli olabilmektedir ancak; sinsi baglangi¢h bir
agr1 ve kiiciik eklemlerin simetrik sisligi en sik goriilen bulgulardir. Erken donem RA’da,
radyolojik goriintiilerde bir degisiklik olmaksizin el ve ayaklardaki kiiciik eklemleri tutan
simetrik poliartrit goriilebilmektedir. En sik tutulan eklemler; metakarpofalangeal,
proksimal interfalangeal ve el bilegi eklemleridir. Bu eklemlerde baslayan sinovit,
palpasyonda karakteristik bir sisme ve hareket bozuklugu olarak goriilmektedir. Hastaligin
ilerleyen donemlerinde cesitli deformiteler goriilebilmektedir. Parmak eklemlerinde ve
tendonlarinda yaygin olarak goriilen “diigme iligi deformitesi” ve “kugu boynu deformitesi”

ornek olarak verilebilir (Littlejohn ve Monrad, 2018).

Diigme iligi
Deformitesi

- \ Deformitesi
B *‘;'\

Q\\_ Kugu Boynu
T v

Sekil 4. Kugu boynu ve diigme iligi deformitesi.
(https://www.msdmanuals.com/professional/musculoskeletal-and-connective-tissue-

disorders/hand-disorders/swan-neck-deformity. Erisim Tarihi: 06.11.2021).
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Metatarsofalangeal eklemlerin sinoviti, radyolojik goriintiilerde erozyonlarin
goriilmeye basladig eklemlerden ilki olmasi ile RA’nin isareti olma 6zelligi tasimaktadir.
Metatarsofalangeal eklemin etkilenimi agrili ve sakatlayici olabilmektedir. Hastaligin
ilerleyen donemlerinde valgus deformitesi ve diiz tabanlik problemleri goriilebilmektedir

(Littlejohn ve Monrad, 2018).

Sekil 5. Halluks valgus deformitesi

(https://www.physio-pedia.com/Hallux_Valgus Erisim Tarihi: 06.11.2021).

Hastalarin %70-80’inde diz eklemi tutulumu goriilmektedir. Hastaligin erken
doneminde hedef eklem olmasa da ilerleyen donemlerde belirgin tutulum gosterebilmektedir

(Grassi vd., 1998).

Sakroiliak ve lomber omurga eklemleri nadiren tutulur. Bu eklemler ankilozan
spondilit gibi seronegatif spondilartropatilerin hedef eklemleridir. Bunlarin disinda RA’da
eklem dis1 tutulumlar da goriilebilmektedir. Romatoid nodiiller, romatoid vaskiilit, akciger

tutulumu ve kardiyak tutulum bunlardan bazilaridir (Grassi vd., 1998).
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1.1.6. Romatoid Artrit’te Tedavi Yaklasimlari

RA tanis1 1990’lara kadar; ilerleyici eklem hasari, azalmis yasam beklentisi, erken
igsizlik ve onemli sakatliklara yol acarak yikici sonuglara neden olmustur. O donemlerde
tedavideki ana hedef semptomlarin giderilmesi olmaktadir. Tedavi, yatak istirahati ve non-
steroid anti-inflamatuvar ilaglarlarla baglamaktadir. Hastaligin ilerlemesini takiben DMARD
tedaviye eklenmektedir. DMARD grubu ilaclarin da sentetik ve biyolojik c¢esitleri
bulunmaktadir. Bunlarin yani sira janus kinaz (JAK) inhibitorleri de anti-romatizmal etki

icin kullanilmaktadir (Burmester ve Pope, 2017).

Bugiin, herhangi bir hastalik durumunda tedavinin amaci Oncelikle remisyona
ulagmaktir. Remisyona ulagsma ihtimalinin olmadig1 durumlarda ise miimkiin olan en diisiik
hastalik aktivitesine ulagmak hedeflenmektedir. RA’da tedavi, akciger ve kardiyak
tutulumlar gibi sistemik tutulumlar1 6nlemenin yani sira; eklem hasar1 ve sakatliktan da

kacinmay1 amaclamaktadir (Burmester ve Pope, 2017).

Literatiire bakildiginda RA tedavisi ile ilgili calismalarin sayisinin oldukga fazla
oldugu goriilmektedir. Erken donemde tan1 konulmasinin ve tedaviye baslanmasinin énemi
pek ¢ok calismada vurgulanmistir (Wen ve Chai, 2021). Tedavide romatolog, fizik tedavi
hekimi, fizyoterapist, diyetisyen ve psikolog gibi farkli disiplinlerden profesyonellerin bir
arada oldugu multidisipliner bir yaklasim onerilmektedir. Bu yaklasimin hastalarin fiziksel

ve psikososyal durumlarinda olumlu etkiler yarattig bildirilmistir (Meesters vd., 2013).

DMARD grubunda yer alan ¢esitli ilaclarin hastaligin seyrinde klinik ve radyolojik
olarak onemli kazanmimlar sagladigi gercegine ragmen hastalarin énemli bir kismi fiziksel,
duygusal ve sosyal islev sorunlan bildirmektedir. Bu sebeple farmakolojik tedavilerin yani
sira farmakolojik olmayan tedavi secenekleri de Onerilmektedir. Bunlar terapdtik hasta

egitimi, egzersiz, ortez ve diyet diizenlemelerini iceren tedavilerdir (Kiiciikdeveci, 2019).
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Terapotik hasta egitimi ile bireylerin hastaliklarini ve tedavisini taniyip anlamasi ve
hastaligin getirdigi problemlerle bas edebilmeyi Ogrenmesi hedeflenir. Farmakolojik
olmayan tedavinin en 6nemli bileseni olan fiziksel egzersiz egitimine gegcmeden dnce boyle
bir egitimin verilmesi tedaviden alinacak yararin artmasini saglamaktadir (Kiiciikdeveci,

2019).

1.2. Egzersiz

1.2.1. Fiziksel Aktivite ve Egzersiz

Pedersen ve Saltin’in 2015 yilinda yayimladiklar: derlemede, RA’nin da dahil oldugu
26 farkli kronik hastaligin tedavisinde ila¢ olarak egzersizi regetelemenin Onemi
vurgulanmaktadir. Egzersiz tedavisinin medikal tedavi kadar, baz1 durumlarda daha da fazla

etkili oldugu bildirilmektedir (Pedersen ve Saltin, 2015).

Fiziksel aktivite, “enerji harcanmasi ile sonuglanan ve iskelet kaslari tarafindan
meydana getirilen herhangi bir hareket” olarak tanimlanir. Egzersiz ise planli ve tekrar
gerektiren aktiviteler biitiinii olup fiziksel aktivitenin bir alt kategorisidir. Egzersiz fiziksel
zindeligi gelistirmeyi hedefler. Terapotik egzersiz ise, belirli fonksiyonel saglik

problemlerini ¢ozmeyi amaclayan spesifik egzersizlerdir (Osthoff vd., 2018).

Fiziksel aktivite ve egzersiz RA’da non-farmakolojik tedavinin 6nemli bilesenleridir
(Kiictikdeveci, 2019). RA’I1 hastalarin tedavisinde egzersizin siddetinin belirlenmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Spesifik olarak kasin biiyiimesini uyarmak ve fiziksel zindeligi arttirmak
icin yapilan bisiklet egzersizleri, hizl1 yiirime egzersizleri ve dizlerin biikiilmesiyle agirlik
aktarma seklinde yapilan egzersizler gibi yiiksek yogunluga sahip dinamik egzersizler eklem
hasarina neden olabilmektedir. Bu yiizden nispeten eklem iizerine daha az stres bindiren
eklem hareket aciklig1 egzersizleri, izometrik egzersizler, germe egzersizleri gibi agirliksiz

egzersizler tercih edilebilir (Van den Ende vd., 1996).
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RA’l1 hastalar icin egzersiz programlart her hastanin kisithiliklar1 g6z Oniinde
bulundurularak, eklemi koruyan ve enerji korunumunu saglayan egzersizleri icermelidir.
Giivenli ve etkinliginin yiiksek olmas1 sebebiyle yiizme egzersizi siklikla Onerilmektedir
(Siqueira vd., 2017). Yiizme, artrit hastalar1 icin ideal bir aerobik egzersizdir. Yiizme
egzersizinin RA’ll hastalarda kas giiciinii ve aerobik kapasiteyi artirmasinin yani sira

bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde de etkili oldugu bulunmustur (Navarro vd., 2010).

1.2.2. Yiizme Egzersizi

Yiizme, uzun zamandir popiiler olan rekreasyonel bir aktivitedir ancak son
zamanlarda kardiyovaskiiler sagligin siirdiiriilmesinde ve iyilestirilmesinde de etkili bir
secenek olarak goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde yiizme, en popiiler spor

aktivitesi olarak yiirimenin ardindan ikinci sirada yer almaktadir (Lazar vd., 2013).

Yiizme egzersizinin kronik hastaliklarda etkilerini gosteren calismalar mevcuttur.
Osteoartritli ve RA’l1 hastalarda yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gore; yiizme
egzersizi eklem agris1 ve sertligini azaltmada, fiziksel fonksiyonu ve yasam kalitesini
iyilestirmede etkilidir. Bunlarin yan1 sira propriosepsiyonun ve eklem stabilitesinin
tyilestirilmesine katki saglamaktadir. Ayrica anti-inflamatuvar etkileri bulunmaktadir

(Alkatan vd., 2016; Else vd., 2016; Lambova, 2018).

1.3. Leptin

Yag dokusu, kahverengi ve beyaz olmak iizere iki ¢esit ile kategorize edilmektedir.
Kahverengi yag dokusu yetiskin bir insan viicudunda diisiik seviyede goriiliirken beyaz yag
dokusu yiiksek seviyede goriilmektedir. Literatiirde pek ¢ok calisma beyaz yag dokusunun
metabolik olarak aktif sekretuvar bir endokrin organ oldugunu vurgulamaktadir (Proenga
vd., 2014; Vazquez-Vela vd., 2008). Beyaz yag dokusu adipokin ve sitokin iireten, salgilayan
hiicreler icermektedir (Rajesh ve Sarkar, 2021). Yag dokudan salgilanan leptin, adiponektin,
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visfatin, vaspin, RBP4, apelin, omentin, lipokalin gibi bircok farkli adipokin tanimlanmaistir.

Bu adipokinler arasindan ilk tanimlanan ise leptindir (Fasshauer ve Bluher, 2015).

1.3.1. Leptinin Yapisi

Yunanca “leptos” kelimesinden gelen leptin, Friedman ve ekibi tarafindan 1994
yilinda ilk adipokin olarak kesfedilmistir. 16 kDa agirhiga sahip, 167 amino asit
biiyiikliigiinde peptit yapida bir hormondur. Leptin geni (LEP veya ob) kromozom 7q31.3
iizerinde bulunmaktadir ve ratlardaki obez geninin (ob) insanlardaki homologudur
(Dornbush ve Aeddula, 2020; Miinzberg ve Morrison, 2015). Insan leptin geni fare ve rat
leptin geni ile sirasiyla %84 ve %83 oraninda benzerlik gostermektedir (Houseknecht ve

Portocarrero, 1998).

Leptin dortlii sarmal bir yapiya sahiptir ve yapisal 6zelliklerinden dolay1 helikal
sitokin ailesi liyelerine benzetilmektedir. Kanda serbest ve proteine bagli olmak iizere iki
formu bulunmaktadir. Leptinin aktivitesinden serbest formunun sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiik bir kismi serbest formdadir

(Aslan vd., 2004).

Sekil 6. Leptinin ii¢ boyutlu yapisi
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1AX8 Erisim Tarihi:
10.05.2021).
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Agirlikl olarak yag dokusunda iiretilen ve buradan dolagima verilen leptin, plasenta,
ovaryumlar, epitel doku, kemik iligi ve lenfoid dokuda da diisiik miktarda tiretilebilmektedir
(Paz-Filho vd., 2012). Leptin ekspresyonu ve sekresyonunu diizenleyen pek c¢ok faktor
bulunmaktadir. Iinflamatuvar sitokinler, glukokortikoidler ve insiilin bunlardan bazilaridir

(Miinzberg ve Morrison, 2015).

1.3.2. Leptin Reseptorii

Leptin fizyolojik aktivitesini sinif 1 sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olan leptin
reseptorii (LEPR) ile gerceklestirmektedir. insan leptin reseptor geni kromozom 1 iizerinde
bulunmaktadir (Snoussi vd., 2006). Leptin reseptoriiniin ayni hiicre dis1 baglanma alanlarina
sahip ancak sitoplazmik alanlarinin uzunlugu farkli olan alti tane izoformu vardir. Bu
izoformlar; tek uzun izoform olan Ob-Rb, dort kisa form (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Rf) ve
solubl form olan Ob-Re’dir. Uzun izoform olan Ob-Rb temel olarak normal leptin
aktivasyonuna ve kritik ikinci haberci yollarinin aktivasyonuna aracilik etmektedir

(Miinzberg ve Morrison, 2015).

1.3.3. Leptinin Reseptor Aktivitesi

Leptin hem merkezi sinir sisteminde hem de periferde yer alan reseptorleri araciligi
ile ¢esitli fizyolojik etkilerini ortaya koymaktadir (Sweeney, 2002). Leptin reseptorleri
alanda JAK ve transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatorleri (STAT) etkilesimi gosteren
bolgelere sahiptirler. JAK/STAT sinyal yolu reseptordeki spesifik serin ve tirozin
bolgelerinin fosforillenmesi ile aktive olmaktadir. Leptin, reseptoriine baglandiginda Ob-
Rb iligkili JAK?2 ile fosforilasyona ugrayarak aktive olur ve aktif olan tirozin, reseptoriin
sitoplazmik kismini fosforile eder. JAK2 aktive edildiginde ii¢ tirozin kalintist (Tyr985,
Tyr1077, Tyr1138) fosforile edilir. Her bir tirozin fosforilasyon bolgesi diger farkli
sinyalizasyon proteinlerini icerir. Bu proteinler STAT3 gibi STAT iiyesi proteinlerdir.

Sitoplazmik alanda membrana en uzak noktadaki fosforillenmis olan tirozinlerin dordiinciisii
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(Tyr-1138) STAT3’ii aktive eder (Garofalo ve Surmacz, 2006; Kwon vd., 2016). Boylece
leptin, JAK2/STATS3 yolagini kullanarak pek ¢ok biyolojik etkisini gosterir.

Leptin reseptorii JAK/STAT yolagina ek olarak ERK1/2, p38, JNK, PKC gibi farkli
yolaklart da kullanir (Scotece ve Mobasheri, 2015).

Leptin

@ ob-Ab

80Cs3 | 114 socss '
Pl3K
STAT(Z) 95
ERK
ERK =

D

Sekil 7. Leptinin reseptor aktivitesi (https://www.enzolifesciences.com/platforms/cellular-

analysis/metabolism/obesity-adipokines/leptin/ Erisim tarihi: 04.12.2021).

1.3.4. Leptinin Biyolojik Fonksiyonlari

Leptin salgilandiktan sonra yag dokuda depolanan toplam viicut enerjisinin ve enerji
alimindaki akut degisikliklerin onemli bir belirteci olarak kanda hareket eder. Kisa leptin
reseptorii  izoformu ile kan beyin bariyerini gegerek aktivitelerinin ¢ogunlugunu
gerceklestirdigi hipotalamusa gecer. Spesifik olarak supraoptik niikleus, paraventrikiiler
niikleus, periventrikiiler niikleus, arkuat niikleus ve lateral hipotalamus iizerinde etki eder.
Hipotalamusta pro-opiomelanokortin (POMC) ve kokain-amfetaminle diizenlenen transkript

(CART) adlartyla bilinen anaroksijenik peptidleri sentezleyen noronlar1 aktive ederek
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kompleks bir etkilesime girer. Bu etkilesimle es zamanli olarak néropeptid Y (NPY) ve
agouti ilgili noropeptid (AgRP) salgilayan oroksijenik noronlarin aktivitesini baskilar.
Leptinin hipotalamustaki bu etkisi ile, major oroksijenik hormon olan ghrelinin etkisini

dengelemekten sorumlu oldugu anlasilmaktadir (Triantafyllou vd., 2016).

Leptinin istah1 diizenlemedeki anahtar roliiniin yan1 sira iireme, glikoz homeostazi,
hematopoez, anjiyogenez, osteogenez, yara iyilesmesi ve inflamasyon gibi immiin ve
endokrin sistemde de cesitli rolleri vardir (Paz-Filho vd., 2012). Leptinin memelilerdeki
bagisiklig1 diizenleyici rolii makrofaj ve monositlerin fagositik, inflamatuvar ve sitotoksik
aktiviteleri iizerindeki uyarici etkisi ile 21. ylizyilin baslarinda ortaya ¢cikmistir. Ardindan
leptinin bagisiklik sistemi ile iliskisini daha kapsamli bir sekilde inceleyen calismalarda
fagositik hiicrelerin yam sira B ve T lenfositlerin de proliferasyonunu ve farklilagmasini
kontrol ettigi bulunmustur. Leptinin makrofajlarin, antijen sunumunda 6nemli dendritik
hiicrelerin, dogal katil hiicrelerinin, nétrofillerin, eozinofillerin ve bazofillerin islevlerini
diizenlemesinin yani sira; CD4 * T, Th17, CD8 * T ve B hiicrelerinin de sayilarinda ve hayatta
kalimlarinda artis sagladig bildirilmistir. Leptin, kiiltiirlenmis monosit hiicrelerinde TNF-a
ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini uyarir.
Makrofajlar tarafindan kemokinlerin iiretimini uyarir ve Th1/Th2 dengesini Thl yoniinde
degistirir. Ferndndez-Riejos ve arkadaslarinin 2010 yilinda yayimladiklar1 bir ¢calismada
enfeksiyonlarla birlikte leptin seviyesinin arttigr bildirilmis ve bu durum arastirmacilara
leptinin konak savunmasinda koruyucu roliiniin oldugunu diistindiirmiistiir. Pro-
inflamatuvar bir adipokin olarak kabul edilen leptin, bagisiklik sisteminin giiglii bir

diizenleyicisidir.

Multiple skleroz, SLE, romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklar yiiksek plazma
leptin diizeyine sahiptirler. Bu hastaliklarin leptin ile iligkisini konu alan c¢aligsmalar
literatiirde mevcuttur. Wang ve arkadaslari 2021 yilinda yayimladiklar1 bir c¢alismada
leptinin RA {izerindeki anahtar rollerini derlemislerdir. Leptin RA patogenezinde 6nemli
olan T hiicrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu ve sitokin iiretiminde uyarici etkiye sahiptir.
Leptin yoklugunda total CD4" T hiicreleri azalir. Leptin, Thl hiicrelerinden inflamatuvar

sitokinlerin salinimini artirir. RA’da eklem inflamasyonu ve kemik hasar1 gelisiminde kritik
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rol oynayan sinovyal makrofajlardan TNF-a, IL-6 gibi sitokinlerin sekresyonunu artirir.
RA’da eklem hasarinda onemli rolii olan fibroblast benzeri sinoviyositlerin migrasyon
kapasitesini artirir. RA hastalarinda plazma leptin seviyesi yiiksektir ve leptin seviyesi ile
hastalik siddeti arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (Bakshi vd., 2021; Chen vd., 2021;
Del Prete vd., 2014; Fernandez-Riejos vd., 2010; Procaccini vd., 2017; Wang vd., 2021).

1.4. Matriks Metalloproteinazlar

[k olarak 1960’larda bir kurbagada bulunarak tanimlanan MMP’ler ekstraselliiler
matriks bilesenlerini yikima ugratan ¢inko bagimli nétral endopeptidaz ailesidir. MMP’ler
hiicre proliferasyonu, gocii ve farklilasmasini desteklemelerinin yani sira hiicre apoptozu,
anjiyogenez, doku tamiri ve immiin yanitta da 6énemli rol oynarlar. MMP aktivitesi ve
ekspresyonundaki degisiklikler hamilelik ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siireclerde
meydana gelirken ateroskleroz, anevrizma gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda, osteoartrit

gibi kas iskelet sistemini etkileyen hastaliklarda ve ¢esitli kanserlerde de gdzlenmistir.

MMP’ler genellikle substratlarina ve yapisal alanlarinin organizasyonuna gore 6
grupta siniflandirilirlar (Burrage vd., 2006; Cui ve Hu, 2017). Bu siniflandirma Tablo 1°de

gosterilmistir.
Tablo 1.

Matriks metalloproteinazlarin siniflandiriimas (Oncel, 2012).

Smifi Icerigi

1 Kollajenazlar MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18

2 Jelatinazlar MMP-2, MMP-9

3 Stromelisinler MMP-3, MMP-10, MMP-11

4 Matrilisinler MMP-7, MMP-26

5 Membran Tip MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25

6 Digerleri MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-23, MMP-27, MMP-28
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MMP’ler pek c¢ok farkli hiicre ve doku tarafindan iiretilirler. Fibroblastlar,
osteoblastlar, endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, makrofajlar, notrofiller ve
lenfositler de dahil olmak iizere bag dokusu, proinflamatuvar ve uteroplasental hiicreler
tarafindan salgilanirlar. Bu enzimlerin dogal doku inhibitorleri (TIMP) ise dokularda MMP
aktivitesinin lokal kontroliinden sorumludur. MMP aktivitesini inhibe ederek ekstraselliiler

matriks yikimini kisitlamaktadirlar (Nagase vd., 2006).

RA patogenezinde, ozellikle kikirdak yikiminda MMP’lerin biiyiikk rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Fibroblast benzeri sinoviyositlerden biiyiik miktarda salinan MMP-1,
MMP-3, MMP-9 ve MMP-13’iin kikirdak yikimiyla iligkisi bulunmustur. MMP-8’1n tip 1
kollajen yikimini baslatmada anahtar rol oynadig1 ve RA ile iligkili oldugu bildirilmistir.
Ayrica MMP-8, notrofillerin infiltrasyonunda da 6nemli rol oynamaktadir. RA’l1 hastalarin
sinovyal dokusunda MMP-1 ve MMP-8 bulunmustur (Kalva vd., 2014; Sorsa vd., 1992;
Withrow vd., 2016).
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

RA ilerleyici eklem hasari, agri, yorgunluk, hareketlilikte azalma ve giinliik yagam
aktivitelerini gerceklestirmede zorluga yol agmanin yani sira erken oliimlere de neden olan,
klinik gidisi alevlenme ve kismi remisyonlarla seyreden, sistemik, otoimmiin, yangisal bir
hastaliktir (Kvien, 2004). Hastaligin patogenezi halen tam olarak aydinlatilamamakla
birlikte, hi¢ siiphesiz, bagisiklik sistemi RA’nin olusmasinda temel rolii oynamaktadir
(Miossec ve Van den Berg, 1997). Hastaligin patogenezini aydinlatabilmek ve hastalara

etkin tedavi yontemleri sunabilmek i¢in pek cok calisma yapilmaktadir.

2.1. Romatoid Artrit ve Egzersiz

Egzersiz, 6zellikle kronik hastalig1 bulunan bireylerde yasam boyu saglik i¢in 6nemli
bir bilesendir. Viicut fonksiyonlarinin korunmasi ve genel mobilite acisindan biiyiik katki
saglar. Inflamatuvar artritler de dahil olmak iizere pek c¢ok hastalikta anti-inflamatuvar

etkileri goriilmektedir (Burghardt vd., 2019).

Artrit modeli olusturulan sicanlara 6 hafta yiizme egzersizi yaptirilan deneysel bir
calismada, yiizme egzersizinin aktif lenfositler ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerinin

aktivasyonunu engelledigi bulunmustur (Navarro vd., 2010).

Alkatan ve arkadaslarinin osteoartrit tanili1 48 sedanter yetiskin birey ile yaptiklar 3
ay siiren ¢alisma sonucunda ise diizenli yiizme egzersizinin eklem agris1 ve sertligini

azalttig; kas giicli ve fonksiyonel kapasiteyi gelistirdigi bulunmustur (Alkatan vd., 2016).

RA’l1 bireylerle 2019 yilinda yapilan bir baska calismada diisiik yogunluklu
egzersizlerin fiziksel fonksiyonu gelistirdigi ve agri, depresyon, yorgunluk gibi semptomlari

azaltmada faydali oldugu bulunmustur (Greysen vd., 2019).

22



Kelley ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir meta-analiz calismasinda diizenli
egzersizin artritik hastalia sahip bireylerde depresyonu azalttifina iliskin veriler

bulunmaktadir (Kelley vd., 2018).

RA’l1 hastalarda 12 ay boyunca el kaslar icin giiclendirme egzersizlerinin yapildigi
bir ¢alismada, egzersiz yapan gruptaki hastalar egzersiz yapmayan kontrol grubundaki
hastalara gore fonksiyonel olarak iyilesme gostermislerdir. Bu sonuclar da bize egzersizin
diizenli olarak uzun siire yapilmasimnin artrit semptomlarinda azalmaya yol actigini

gostermektedir (Williamson vd., 2017).

2.2. Romatoid Artrit ve Leptin

Adipoz dokudan salgilanan ve istah1 diizenlemede Onemli gorevi olan leptin,
bagisiklik sisteminin de giiglii bir diizenleyicisidir. Reseptorii araciligr ile bagisiklik ve

inflamasyon kontroliine yardimci olur (Del Prete vd., 2014).

Leptin dogal ve edinsel bagisikligi olusturan tiim hiicreleri etkilemektedir. Dogal
bagisiklikta dogal katil (NK) hiicrelerinin sitotoksisitesini ve graniilositlerin, makrofajlarin,
dendritik hiicrelerin aktivasyonunu artirarak inflamasyonu siddetlendirir (Francisco vd.,

2019).

Leptin, T hiicrelerinin Tyl yoniinde farklilasmasin saglar ve bu hiicrelerden TNF-a,
IL-6, IFN-y ve IL-17 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin sekresyonunu artirirken, Twu2
hiicreler iizerinde giiclii bir inhibitor etki gosterir. Yani Tul / Tu2 dengesini, aynen RA’da
goriildiigli gibi, Tul lehine bozar. Bu yiizden pro-inflamatuvar bir adipokin olarak kabul

edilir (Del Prete vd., 2014).

Yapilan klinik bir calismada leptinin RA’da JAK/STAT yolagim kullanarak IL-8

tiretimini artirdigr bulunmustur. IL-8 anjiyogenezi kolaylastirarak ve kemotaksiyi uyararak
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immiin yanitin diizenlenmesinde rol oynamasi sebebi ile eklem hasarinin gelismesinde

onemlidir (Cao vd., 2016).

Leptin, ob reseptorii araciligi ile IL-1, lipopolisakkarit (LPS) ve TNF- a gibi
enfeksiyoz ve inflamatuvar uyaricilar ile birlikte immiin yanit tetikler (de Souza Fatel vd.,

2018).

2.3. Egzersiz ve Leptin

Fiziksel egzersizin, kilo kaybina neden olmadigi durumlarda bile yag dokusu
tizerinde Ozellikle de visseral yag dokusunda onemli etkileri bulunmaktadir. Pre-diyabetik
ve diyabetik bireylerin katilimci oldugu, en az 4 hafta siiren egzersiz programlarini iceren
22 calismanin dahil oldugu bir meta-analiz calismasinda fiziksel egzersizin, 6zellikle yiizme
gibi aerobik egzersizlerin adiponektin seviyesini artirirken leptin seviyesini azalttigl

kaydedilmistir (Becic vd., 2018).

Fiziksel egzersiz agr tedavisinde destekleyici olarak kullanilmaktadir. Néroma agrisi
modeli olusturulan sicanlarda 5 haftalik ylizme egzersizinin agr1 davranislarini iyilestirdigi

ve leptin seviyesini azalttig1 bulunmustur (Sun vd., 2019).

Fedewa vd.’nin kronik egzersiz egitiminin leptin {iizerindeki etkisini inceleyen
randomize kontrollii caligmalarin sistematik derlemesini ve meta-analizini yaptiklar1 bu
calismada, 2 hafta siiren egzersiz egitiminin leptin seviyesi iizerine etkilerinin kantitatif
olarak belirlenmesi amaclanmistir. 1998-2016 yillar1 arasinda yayinlanan 72 makaleden
cikarilan 107 etkinin kiimiilatif sonuglari, kronik egzersiz egitiminin leptin diizeylerini etkili
bir sekilde azaltabilecegini gostermistir. Ayrica yaymlanan bu 72 makaledeki egzersiz

egitimlerinin %351.4’iinti aerobik egzersizler olusturmustur (Fedewa vd., 2018).

Yu vd.’nin yaptig1 bir meta-analiz ¢alismasinda, obez ve asir1 kilolu bireylerde

egzersizin serum leptin ve adiponektin seviyelerine olan etkisini arastiran makaleler
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derlenmistir. 1980-2015 yillar1 arasindaki 40 ¢alismadan 24’iinde egzersizin leptin iizerine
etkisi incelenmistir.Bu derlemeden elde edilen sonuglara gore egzersizin, 6zellikle aerobik
egzersizin, serum leptin seviyesini diisiirmede onemli bir etkiye sahip oldugu saptanmistir

(Yu vd., 2017).

Benatti vd.’nin calismasinda endurans egitiminin leptin seviyesi ve onun yag
dokudaki gen ekspresyonu iizerine etkisini degerlendirmek ve bunlarin insiilin, viicut
kompozisyonu ve enerji alimui ile aralarindaki iliskiyi incelemek amaclanmistir. Caligmada
erkek sicanlar sedanter ve egzersiz gruplarina ayrilmis ve egzersiz grubuna 9 hafta ylizme
egzersizi yaptirilmistir.Egzersiz yapan sican grubunda leptin seviyesi %56 daha diisiik
bulunmugtur. Bunun yani sira ylizme egzersizinin yag dokunun gen ekspresyonu iizerine

etkisi bulunamamustir (Benatti vd., 2008).

Egzersizin leptin seviyesini azalttigina iliskin ¢ok sayidaki ¢alismaya karsin bunun
tam tersini ileri siiren calismalar da mevcuttur. Higa vd.’nin calismasinda fiziksel egzersiz
yaptirilan farelerde viicut agirligi ile beyaz yag dokusu ve beyaz yag dokusunun gen
ekspresyonu arasindaki iliski incelenmistir. 4 haftalik yiizme egzersiz programi sonunda
egzersiz yapmayan farelerin yapanlara gore daha fazla viicut agirligina sahip oldugu
belirlenmistir. Egzersiz yapanlar digerlerine gore daha yiiksek serum leptin

konsantrasyonuna sahip olarak bulunmustur (Higa vd., 2012).

Uysal vd.’nin ¢alismasinda ise diizenli aerobik egzersizin hipokampus ve prefrontal
kortekste leptin ve leptin reseptoriiniin ekspresyon diizeyleri iizerine olan etkilerinin
arastirtlmas1 amaclanmistir. Ayrica, aerobik egzersizle birlikte hipokampusta arttig1 bilinen
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) seviyeleri ile de leptin seviyelerinin
korelasyonuna bakilmistir. Egzersizle birlikte leptin ve IGF-1 seviyelerinde artis
saptanmustir. Egzersiz yapan disi sicanlarda kandaki leptin diizeyi artarken erkek sicanlarda
degismemistir. Erkek sicanlarda ise egzersizle birlikte IGF-1 artis1 olmustur.Hipokampusta
leptin ile IGF-1 ve leptin reseptorii ile IGF-1 arasinda giiclii bir korelasyon bulunmustur

(Uysal vd., 2017).
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Egzersizin ile leptin arasindaki iligkiyi inceleyen bazi caligmalarda bagisiklik
sisteminin nasil etkilendigi da aragtirilmistir. Dorneles vd’.nin yaptig1 bir calismada egzersiz
ile elde edilen kardiyorespiratuar zindeligin farkli seviyeleri ile, obez ve zayif insanlarda
sitokinlerin sistemik seviyeleri, CD4+ T hiicrelerinin alttipleri ve monositlerin periferal
frekansi incelenmistir. Ayrica IL-6, IL-10, IL-17a, IL-33, leptin ve TNF-a seviyelerinin de
degerlendirildigi bu calismada obez kisilerdeki leptin seviyesi beklenildigi iizere zayif
kisilere gore daha fazla bulunmustur.  Calismadan elde edilen veriler, yiiksek
kardiyorespiratuar zindeligin Treg (regiilator T hiicresi) ve mTreg (bellek regiilator T
hiicresi) hiicrelerinde obezite ile iliskili diisiisiin yani sira orta diizey monositlerin, klasik
olmayan monositlerin ve mTeff (efektor bellek regiilator T hiicresi) hiicrelerinin daha
yiiksek oranlarint 6nlemede Onemli bir belirleyici oldugunu gostermistir (Dorneles vd.,
2019). Fang vd.’nin yaptig1 ¢calismada yiizme egzersizinin yiiksek yagli diyetin neden oldugu
aort fonksiyon bozuklugunu onleyebilecegi ve bununla ilgili degisikliklerin oksidatif stresin,
proinflamatuar sitokinlerin/adipokinlerin azalmasi ile iliskili oldugu One siiriilmiistiir.
Yiiksek yagh diyet leptin ve resistin gibi proinflamatuar adipokinleri arttirirken, 16 haftalik
ylizme egzersizi yiikksek yagl diyetin olusturdugu bu etkiyi azaltmistir. Egzersiz ayrica IL.-6
ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokinlerinin ekspresyonlarini da azaltict etki gostermistir

(Fang ve Tang, 2017).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMIi

Bu calisma icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Baskanligindan onay alinmistir (02.09.2019 tarih ve 2019/06-04 sayili karar).
1205402 numaral1 kod ile “1002 Hizl1 Destek Programi1” kapsaminda Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenmistir. Calisma, Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastrma Merkezi

(COMUDAM)’nde yapilmustir.

3.1. Deney Hayvanlariin Secimi ve Gruplandirilmasi

Calismada kullanilan 80 adet Wistar cinsi 7-8 haftalik sican Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.
Hayvanlar calisma siiresi boyunca 22 °C sicakliga ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisii  otomasyonuna sahip bir ortamda barindirilmistir. Deney hayvanlarinin

beslenmesinde standart ticari pelet yem ve musluk suyu kullanilmistir.

Calismamizda hayvanlar rastgele olarak 3 gruba ayrilmistir. Bu gruplar Tablo 2’de
gosterilmistir. Her kafeste aymi gruptan 3 hayvan bulundurulmus ve her hayvana verilen
numara kuyruklarina yazilmistir. Kontrol grubunda yer alan hayvanlara herhangi bir islem
yapilmamustir. Artrit grubunda yer alan hayvanlarda yalnizca artrit modeli olusturulurken;
Artrit + Egzersiz grubundaki hayvanlarda artrit modeli olusturulduktan sonra yiizme egzersiz
protokolleri uygulanmustir. Kontrol grubundan 5 hayvan, Artrit ve Artrit + Egzersiz
gruplarindan 10’ar hayvan calismanin ara déneminde (21.giin) biyokimyasal analizler i¢in

feda edilmistir.
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Tablo 2.

Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi.

Gruplar Yapilan Islemler
Kontrol Grubu (n=20) Herhangi bir islem yapilmamuistir.
Artrit Grubu (n=30) Artrit modeli olusturulmustur.

Artrit + Egzersiz Grubu (n=30) Artrit modeli olusturulup, egzersiz yaptirilmistir.

3.2. Deneysel Romatoid Artrit Modelinin Olusturulmasi

Deneysel romatoid artrit modeli olusturmak icin 1s1 ile dldiiriilmiis mikobakterium
tiibberkiiloz H37Ra iceren Complete Freud’s Adjuvant (CFA) kullanilmistir. RA modeli
olusturulacak hayvanlara 10 mg/ml yogunluga sahip 100 pl CFA kuyruk dibinden
intradermal olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonun yapildig: giin ¢alismanin 0. giinii olarak

kabul edilmistir (Banda vd., 2009).

3.3. Egzersiz Protokolii

Artrit + Egzersiz grubunda yer alan sicanlara suya ve gevresel kosullara aligmalari
icin ¢alismaya baglamadan once alistirma egzersizleri yaptirilmistir. Alistirma egzersizleri
giinde 10 dakika yiizme egzersizi seklinde olmus ve 5 giin boyunca yaptirilmistir. Alistirma
egzersizlerinin bitiminden sonra CFA enjeksiyonunun yapildigr giin RA’nin pre-klinik
doneminin basladig1 kabul edilmistir ve ayn1 giin ylizme egzersiz protokolii uygulanmaya
baslanmistir. Artrit + Egzersiz grubunda yer alan hayvanlara haftada 5 giin, giinde 1 saat

olacak sekilde 6 hafta boyunca ylizme egzersizi yaptirilmistir (Navarro vd., 2010).

3.3.1. Yiizme Egzersizinin Yapilis1

Yiizme egzersizleri, eni 67,5 cm boyu 94 cm ve yiiksekligi 64 cm olan polipropilen
hammaddeden yapilmis dikdortgen bir havuzda yaptirilmistir. Havuz, her hayvanin ayri bir

bolmede yiizmesi icin 8 esit bolmeye ayrilmistir. Suyun sicakligi termometre ile Olciilerek
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ayarlanmis; egzersiz boyunca 30-32 °C araliginda olmasi saglanmustir. Egzersiz icin
hazirlanan havuza hayvanlar her biri ayr1 bir bolmede olacak sekilde birakilmistir. Su
yiizeyinde askida kalan veya havuzun kenarlarina tutunmaya calisan hayvanlar el ile yapilan
miidahalelerle uyarilmis ve ylizmeye motive edilmislerdir. Egzersiz seansinin bitiminden
sonra hayvanlar icerisinde havlu bulunan kafeslere alinarak bir 1s1 kaynagi yardimiyla
kurutulmustur. Kuruyan hayvanlar kendi kafeslerine alinmislardir. Her egzersiz seansinin

ardindan havuz bosaltilmistir.

Sekil 8. Yiizme egzersizi seansina ait bir goriintii.

Artrit tetikleme Ara donem sakrifikasvon ‘ Calisma sonu
-7.Giin 0.Giin 21-23.Giin 42.Giin
‘ Alistirma Egzersizi ‘ Cahsma Egzersiz Protokolii

Sekil 9.Calismaya ait zaman ¢izelgesi.
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3.4. Veri Toplama Yontemi

3.4.1. Agirhk Olciimii

Calismada yer alan tiim hayvanlarin agirliklar haftada bir kez dl¢tilmiistiir.

Olciimler her hafta ayn1 giin olacak sekilde planlanmustir.

3.4.2. Pence Cap Olciimii

Calismada yer alan tiim hayvanlarin sag ve sol pence caplarimin ol¢iimii dijital

kumpas ile yapilmistir. Haftada bir giin, ayn1 arastirmaci tarafindan ol¢iimler yapilmastir.

3.4.3. Gorsel Artrit Skorlamasi

Artritin klinik siddetini ve egzersiz protokoliiniin klinik siddete olan etkisini
degerlendirebilmek icin “gorsel hastalik siddeti skorlama” yontemi kullanilmastir. Artrit
modeli gelistirmek icin indiiksiyonun yapildigi, calismanin 0. giinii olarak kabul edilen
giinden itibaren ¢alisma sonuna kadar her giin skorlama yapilmistir. Hayvanlarin her pencesi
incelenerek 0-4 arasinda puanlandirilmistir. Maksimum puan 16 olacak sekilde, her hayvan
icin artrit klinik siddeti, pencelerinin aldig1 puanlarin toplanmasi ile elde edilmistir.

Puanlama kriterleri asagida belirtilen sekildedir:
0= sislik veya kizariklik yok;
1= ayak bilegi eklemi veya tarsal kemiklerle sinirli hafif kizariklik ve sislik;
2= ayak bileginden tarsallara dogru hafif sislik ve kizariklik;
3= ayak bileginden metatarsal eklemlere dogru iliman sislik ve kizariklik;

4= ayak bilegi, ayak ve parmaklar1 kapsayacak sekilde siddetli sislik ve kizariklik

veya ekstremitenin ankilozu (Snekhalatha vd., 2013).
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Calisma siiresince tiim skorlamalar hayvanlarin hangi gruplara ait olduklarini

bilmeyen iki arastirmaci tarafindan cift kor bakis agisiyla yapilmistir.

3.4.4. Artritin Radyolojik Degerlendirilmesi

Calismanin sonlandirilacagi giinden bir giin 6nce hayvanlarin tiim ekstremitelerinin
radyografi goriintiileri alinmistir. Bu radyografiler bir GE Medical Systems Senographe
Essential ADS_56.21.3 52 mA mamografi cihazi ile, 52 mA, 32 kv’de anteroposterior olacak
sekilde kaydedilmistir. Isleme baslamadan 6nce hayvanlara 100mg/kg ketamin, 10 mg/kg
ksilazin ile anestezi yapilmistir. Bir biiylitme ekipmani kullanilarak hayvana 32 cm
mesafeden odaklanip, hayvanla dedektor arasinda 18,5 cm mesafe birakilarak radyografi

alinmistir.

Elde edilen goriintiiler; sislik, osteoporoz, kikirdak kaybi, heterotopik ossifikasyon,
periosteal yeni kemik formasyonu parametreleri agisindan degerlendirilmis ve 0-3 arasinda
puanlandirilmistir (0: Negatif veya normal, 1: Hafif etkilenmis, 2: Orta etkilenmis, 3: Ciddi
etkilenmis). Bu degerlendirme, hayvanlara yapilan uygulamalar1 bilmeyen bir radyoloji

uzmani tarafindan yapilmistir (Ackerman vd., 1979).

3.4.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Ahnmasi

Egzersiz protokoliiniin bitiminden 48 saat sonra, yani ¢calismanin 42. giiniinde (ara
donem i¢in 21.giinlinde) hayvanlara 100 mg/kg ketamine hydrochloride ve 10 mg/kg ksilazin
anestezisi yapilmistir. Hayvanlar anestezi altinda iken abdominal aortadan tek kullanimlik
enjektor ile kan alinarak sakrifiye edilmistir. Alinan kanin 3 ml’si EDTA’l1 hemogram
tiiplerine alinarak, aymi saat icinde 3000 RPM’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra plazmalar ayrilarak daha sonra yapilacak biyokimyasal analizler icin -40 °C’de
saklanmistir. Alinan kanin 1 ml’si ise eritrosit sedimentasyon hizini belirlemek iizere hemen

kullanilmastir.
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3.4.6. Histopatolojik Degerlendirme

Calismanin sonunda hayvanlardan kan alindiktan sonra arka penceleri ¢ikartilip %10
tamponlu notral formalin ¢ozeltisine konulmustur. Artrit gelistirilen siganlarda yiizme
egzersizinin hiicresel infiltrasyon, pannus olusumu ve kemik erozyonuna etkisi
histopatolojik inceleme ile degerlendirilmistir. Bu amacla hayvanlardan alinan pence
ornekleri %10 tamponlu nétral formalin ¢ozeltisinde bir hafta boyunca tespit edilmis, bir
haftanin sonunda akarsuda 8 saat boyunca yikanmistir. Daha sonra dokular dekalsifikasyon
islemi icin %25’lik formik asit icine alinmistir. Dekalsifikasyon soliisyonu giinliik olarak
degistirilmistir. Dekalsifikasyon islemi sonunda formik asitin giderilmesi amaci ile dokular
8 saat boyunca akarsuda yikanmigtir. Ardindan dokular 0,35 M sodyum siilfat i¢cine alinarak
iic giin bekletilmistir. Uc giiniin sonunda dokular akarsuda 8 saat yikanmistir. Daha sonra
dokulardaki suyu uzaklastirmak amaci ile derecesi giderek artan etil alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilmistir. Dekalsifikasyon isleminin ardindan dokulara Leica TP 1020
Oteteknikon cihazi ile tabloda belirtilen doku takip yontemi kullanilmistir.

Tablo 3.

Isik mikroskobik doku takip islemi

Sirasiyla Doku Takibi Asamalar
Sicaklik Yapilan uygulama Siiresi
Oda sicakliginda 9%90°1ik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat
60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika
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Blok haline getirilen dokulardan Thermo Scientific Shandon Finesse 325 marka
mikrotomla 5 mikron kalinhiginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler deparafinize edilip
hematoksilen-eozin ile boyandiktiktan sonra kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar Olimpus

BXS53 151k mikroskobunda incelenerek fotograflari alinmistir.

Inceleme sirasinda her kesit hiicresel infiltrasyon, pannus olusumu ve kemik
rezorbsiyonu bakimindan ayri ayr1 degerlendirilip 0-5 arasinda puanlandirilmistir (Banda
vd., 2009). Elde edilen sonuglarin toplami her hayvan i¢in artritin histopatolojik siddetini

temsil etmistir. Skorlama kriterleri asagida belirtilen sekildedir:

Hiicresel infiltrasyon

1= Periartikiiler dokuda hafif inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
2= Iliml infiltrasyon

3= Orta diizey infiltrasyon ve orta diizey 6dem

4= Belirgin 6dem ve belirgin infiltrasyon

5= Siddetli 6dem ve siddetli infiltrasyon

Pannus olusumu

0= Normal
1= Kikirdak ve subkondrol kemigin marjinal bolgesine pannusun hafif infiltrasyonu

2= Etkilenen eklemde kortikal ve medullar kemikte 6nemsiz yikim ile marjinal

bolgede 1liml1 infiltrasyon
3= Etkilenen eklemde orta diizey sert doku hasar1 ve orta diizey infiltrasyon

4= Eklemin ¢ogu bolgesini etkileyen belirgin infiltrasyon ve eklem yapisinda

belirgin bozulma

5= Tiim eklemi etkileyen, tam veya tama yakin eklem yapisinda bozulma ile iliskili

siddetli inflamasyon

Kemik rezorbsiyonu
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0= Normal kemik

1= Hafif (Distal tibianin trabekiiler veya kortikal bolgesinde, diisiik biiyiitme

kolayca goriilmeyen, kii¢iik rezorbsiyon bolgeleri ve ¢ok nadir osteoklast);

2= Iliml (distal tibianin trabekiiler veya kortikal bolgesinde, diisiik biiyiitme
kolayca goriilmeyen, pek ¢ok alanda rezorbsiyon bolgeleri ve daha fazla

osteoklast);

3= Orta diizey (kortekste tam kat defektler olmaksizin, medullar trabekiiler ve
kortikal kemikte belirgin rezorbsiyon; medullar trabekiilde bir miktar kayip; diisiik

biiyiitmede belirgin lezyon; daha fazla osteoklast);

4= Belirgin (kortikal kemikte tam kat kay1p; distal tibiada medullar kemikte
belirgin kayip; ¢ok sayida osteoklast;kiiciik tarsal kemiklerde rezorbsiyon yok);

5= Siddetli (kortikal kemikte tam kat kay1p; distal tibiada medullar kemik kaybi;

cok sayida osteoklast; kiiciik tarsal kemiklerde rezorbsiyon)

3.4.7. Biyokimyasal Degerlendirme

ELISA Yontemi ile Plazmada Leptin ve MMP’lerin Diizeyinin Belirlenmesi

Bagisiklik sistemi ile iligkili olan leptinin ve RA’da kikirdak hasarinda 6nemli rol
oynayan MMP’lerin (1,3,8,13) plazmadaki miktarin1 6lgmek icin calismada Bioassay
Technology Laboratory Kit (leptin katalog no: ELK1244; MMP-1 katalog no: ELK2542;
MMP-3 katalog no: ELK2536; MMP-8 katalog no: ELK2532; MMP-13 katalog no:
ELK?2538) kullanilmustir.

Sandwich tipte bir ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) kiti olan Bioassay
Technology Loboratory ELISA Kiti ile plazmadan leptin ve MMP’lerin diizeyinin dl¢timii
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.
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Calismaya baslamadan once -40 °C de saklanan ¢rnekler 10-20 dakika oda 1sisina

gelene kadar bekletilmis ve ardindan 20 dakika 2000-3000 rpm’de santrifiij edilmistir

1-Oncelikle kuyucuklar, 20X yikama soliisyonu, 6rnek diliient antibody diluent, HRP

konjugat diliient, TMB substrat soliisyonu ve stop soliisyonu oda 1sisina getirilmistir.
2-Ornek diliienti ile standartlar Tablo 4’te belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Tablo 4. ELISA standartlarinin hazirlanmasi

Standart .
Icerik Yogunluk
Numarasi
120 pl Orijinal Standart + 120 pl
5(S5) 64 ng/ml
Standart diluent
4 (S4) 120 pl S5 + 120 pl Standart diluent 32 ng/ml
3(S3) 120 pl S4 + 120 pl Standart diluent 16 ng/ml
2 (S2) 120 pl S3 + 120 pl Standart diluent 8 ng/ml
1(S1) 120 pl S2 + 120 pl Standart diluent 4 ng/ml

Bes tane propilen tiip sirasi ile 64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml ve 4 ng/m olarak
etiketlenmistir. Yukarida da goriildiigii gibi 5.standarttan 1.standarda kadar standart

diliientle diliisyonlar yapilmis ve bu islem son tiipe kadar tekrarlanmistir.

3-Hazirlanan standartlardan 50 ul daha 6nceden ticari olarak leptin, MMP-1, MMP-3,
MMP-8 ve MMP-13 ile kaplanmis standart kuyucuklara yiiklenmistir.

4-Ornek kuyucuklaria 40 pl 6rnek eklenip iizerine 10 ul ilgili antibody eklenmistir. Kor
kontrol kuyucuguna dokunmadan hem 6rnek kuyucuklarina hem de standart kuyucuklarina
50 ul streptavidin-HRP eklenmistir. Karistrilip 37°C de 60 dakika inkiibe edilmek {izere

plate iizeri plate koruyucu ile ortiilmiistiir.

5-Wash buffer ile plaka 5 kez yikanmistir. Ornekteki leptin ve MMP’lere baglanmis
antikorlarin kuyucuklardan uzaklagmasi saglanmistir. Kuyucuklarda bulunan leptin ve

MMP’lere bagh olan antikorlarin ise kuyucuklarda kalmasi saglanmistir.

6-Her bir kuyucuga 6nce 50 pl substrat A soliisyonu ve sonra 50 pl substrat B soliisyonu

eklenmistir. Karanlikta 37°C de 10 dakika plagin iizeri kapatilarak inkiibe edilmistir.
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7- Her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek mavi rengin yesile doniisii

gozlenmistir.

8- Stop soliisyonunun eklenmesinden sonra 30 dakika i¢inde 450 nm’de mikroplate
okuyucu kullanilarak her bir kuyucuk i¢in absorbanslar OD (Optik dansite) ile saptandi.
Ornekteki leptin ve MMP’lerin konsantrasyonunun tespiti icin, hazirlanmis “kalibrasyon

egrisi” kullanilmistir. Sonuglar mililitrede nanogram (ng/mL) olarak ifade edilmistir.

Westerngren Yontemiyle Sedimentasyon Olciimii

Calismanin sonunda alinan kan orneklerinin 1’er ml’si, sodyum sitrath ESR/VSG
sedimentasyon tiiplerine aktarilmistir. Tiipler alt iist edilerek sodyum sitrat ile kanin homojen
bir sekilde karigsmasi saglanmis ve sedimentasyon askisina yerlestirilmislerdir. Bu islemin
ardindan ESR/VSG sedimentasyon pipeti tiipiin icine daldirilmis ve yavasca tiipiin tabanina
dogru bastirilarak icindeki kanin pipetin “0” isaretine kadar ¢cikmast saglanmistir. Bu islemin

yapildig1 saat not edilmis, 30 ve 60. dakikalarda kag¢ birim c¢oktiikleri kaydedilmistir.

3.4.8. Western Blot Analizi ile Leptin Reseptoriiniin Aktivitesinin Belirlenmesi

Leptinin Ob-Rb olarak bilinen reseptoriine baglanmasi cesitli hiicre i¢i sinyal ileti
yolaklarinin aktif hale gelmesine neden olmaktadir. JAK2/ STAT3 ise bu yolaklardan en
onemlisi olup, leptinin reseptoriine baglanmasi sonucu hiicre icinde inaktif sekilde bulunan
STATS3 proteini fosforlanarak (pSTAT?3) aktif hale gelir. Bu nedenle pSTAT3 artisi, leptinin
etkin oldugunun gostergesidir. Bu calismada sinovyal doku orneklerindeki fosforlanmig
STAT3 (pSTAT3) ve STAT3 western blot analiziyle belirlenmistir. Bu amacla 1X protein
ekstraksiyon soliisyonu ile hiicrelerden proteinlerin cikarilmasi saglanmis ve akabinde
ornekler mikrosantrifiij tiipiine alinip oda 1sisinda 5 dakika tutulduktan sonra 13000 rpm de
10 dakika santrifiij edilerek siipernatant fraksiyonu yeni bir tiipe aktarilmistir. Elde edilen
fraksiyon igerisindeki total protein konsantrasyonu Bradford yontemiyle belirlenmigtir. Elde
edilen protein soliisyonlarindan 20 pg agirliginda soliisyon, DTT iceren indirgeyici Laemmli
Jel-elektroforez yiikleme tamponuyla karistirilarak 95- 100 °C de 5 dakika bekletildikten
sonra sogutulmus ve %7,5’lik SDS-PAGE jele yiiklenmistir. SDS-PAGE yoOntemiyle jel
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icinde ayristirilmis proteinler elektro-blotlama yontemiyle nitroseluloz membrana transfer
edilmistir. Aktarma islemi gerceklestikten sonra membran oda sicakliginda bir saat 25 ml
bloklama tamponu (%35 yagsiz siit tozu, 20 mM Tris, 150 mM NacCl, %0,1 Tween 20, pH7,4)
icerisinde bekletilmistir ve bu islemin ardindan 15 ml yikama tamponu (20 mM Tris, 150
mM NaCl, %0,1 Tween 20, pH 7,4) icerisinde 10 dakika siireyle 3 sefer yikanmistir. Yikama
islemi sonrasinda membran, birincil pSTAT3 Tyr705 monoklonal fare antikoru, antikor
soliisyonu (1:1000 seyreltilmis antikor bloklama tamponu) igerisine alinmis ve oda
sicakliginda 2 saat tutulmustur. Sonrasinda membran tekrar ii¢ kez 10 dakika boyunca
yikama tamponu icerisinde yikanmistir. Yikama isleminden sonra membran ikincil antikor
solisyonu (1:5000 seyreltilmis HRP bagli anti-mouse IgG antikoru tamponu) igerisine
alinarak oda sicakliginda hafif ¢alkalama ile bir saat bekletilmistir. Membran sonra tekrar
yikama tamponu ile ii¢ kez yikanmistir. Yikamadan sonra membran iizerine HRP substrat
soliisyonu mikropipet ile dokiilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Western blotun
goriintiilenmesi ve analizi Licor C-digit sistemi ile gerceklestirilmistir. STAT3, pozitif ve

negatif kontrol western blot analizi de yukarida anlatilan sekilde yapilmistir.

3.9.istatistik

Calismada elde edilen veriler + standart hata (SH) olarak belirtilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri “SPSS for Windows version 16” istatistik paket
programi kullanilarak belirlenmistir. Coklu grup karsilastirmasit Kruskal-Wallis testi ile
yapilmistir. Iki grup arasindaki karsilastirmada ise Mann-Whitney U-testi kullanilmustir.

Elde edilen veriler yorumlanirken p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada; kontrol, artrit ve artrit + egzersiz olmak iizere ii¢ farkli grup
olusturulmustur. Caligsma siiresi boyunca her hafta, haftada bir kez viicut agirliklar1 ve pence
caplan Ol¢iilmiistiir. Klinik olarak gorsel artrit siddeti her giin degerlendirilmistir. Calisma
sonunda alinan kan ve doku Orneklerinden ise biyokimyasal ve histopatolojik analizler

yapilmustir.

4.1. Viicut Agirhg Bulgular

Tiim gruplarda yer alan sicanlarin calisma boyunca haftalik agirlik ol¢timlerindeki

degisiklikler tablo 5’te yer almaktadir.
Tablo 5.

Gruplara ait haftalik agirlik degisimi verileri (gr).

Kontrol Artrit Artrit + Egzersiz
1. Hafta 118,90 £ 2,00 116,58 £ 2,37 117,16 + 1,45
2. Hafta 135,71 +4,10 125,21 +2,58" 126,08 +2,43"
3. Hafta 145,98 £ 4,78 126,06 + 3,70° 133,87 +2,70°
4. Hafta 153,51 £5,20 122,23 +3,78" 134,35 + 3,68™
5. Hafta 161,73 +£5,29 131,40 + 4,14" 145,43 +4,06™
6. Hafta 168,97 £ 5,94 138,70 + 3,85" 157,54+ 3,74%

(": p<0,05 kontrol grubuna gore ; #* p<0,05 artrit grubuna gore).
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ekil 10. Deneklerin agirlik degisimlerinin gosterimi (*:Kontrol grubuna gore; *:Artrit
S 3 gis g g g

grubuna gore. p<0,05 ).
4.2. Pence Cap1 Olciimiindeki Degisiklikler
Tiim gruplarda yer alan siganlarin pence ¢ap Olctimlerindeki yiizdelik degisiklikler

Tablo 6’da verilmistir. Artrit grubunda yer alan si¢anlarin penge ¢aplarinda; Artrit + Egzersiz

ve Kontrol gruplarina gére anlamli farkliliklar saptanmaistir.

Tablo 6.

Gruplara ait pence ¢ap Ol¢ciimil verileri.

Kontrol Artrit Artrit + Egzersiz
£ 2.Hafta 100,69 + 1,54 100,47 £ 1,24 100,65 + 1,62
< :
N m ;:
Eé %" % 3.Hafta 104,96 + 1,21 139,93+ 10,21° 118,98 +7,72°
= ==
« E 4.Hafta 103,48 + 1,80 167,22 +12,61° 131,94 + 9,227
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Tablo 6’nin devami

5.Hafta 103,98 + 2,11 153,13 £9,07° 123,45 £ 8,60
6.Hafta 103,58 + 1,06 151,51 £10,84" 119,48 + 8,64*
7.Hafta 104,32 £ 1,74 153,46 £ 10,47° 114,14 £ 6,13*
2.Hafta 99,68 + 0,76 101,42 +1,42 100,40 £ 1,27
0 ;% 3.Hafta 100,95 + 1,54 134,31 £10,34" 114,42 6,51
yelt}
> 3
ol 4 Hafta 103,82 + 1,43 162,49 £10,27° 125,18 £8,11*
<
Eg § 5.Hafta 104,60 + 1,43 146,57 £6,52° 121,21 £ 6,72*
@) :Jc:j
5 :é 6.Hafta 101,51 + 1,30 149,58 £8,64° 115,88 +7,02*
2
7.Hafta 102,56 + 2,78 139,72 £5,40° 115,90 + 6,45

(": p<0,05 kontrol grubuna gore ; #* p<0,05 artrit grubuna gore).

4.3. Klinik Gorsel Artrit Skorundaki Degisiklikler

Calisma boyunca artritin klinik siddeti ve egzersizin artrit siddetine etkisi gorsel
hastalik siddeti skorlama yontemi ile degerlendirilmistir. Bu degerlendirme hayvanlarin
hangi grupta oldugunu bilmeyen iki arastirmaci tarafindan ¢ift kor sekilde yapilmistir. Artrit
indiiksiyonundan sonraki 14. giinde Kontrol (00 + 00), Artrit ( 5,36 + 1,35 ) ve Artrit +
Egzersiz ( 1,67 + 0,74 ) gruplan arasinda gorsel artrit skorlart anlamli olarak farkl

bulunmustur. 14. giinden itibaren calismanin sonu olan 42. giine kadar gruplar arasindaki

anlamli farkliligin devam ettigi bulunmustur.
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Sekil 11. Gruplarin gorsel artrit skorlamasinin karsilagtirilmast ( p<0,05 #: Artrit grubuna

gore ).

2.4. Radyolojik Bulgular

Calismanin sonlandirilacagi giinden bir giin 6nce hayvanlarin tiim ekstremitelerinin
radyografik goriintiileri alinmis ve ardindan bu goriintiiler; yumusak doku sisligi, kartilaj
kaybi, osteoporoz, erozyon ve heterotopik ossifikasyon, periosteal yeni kemik olusumu
parametreleri kullanilarak biri Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon uzmanm digeri Radyoloji
uzmani olan iki aragtirmaci tarafindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda tiim

parametrelerde Artrit ve Artrit + Egzersiz grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur.
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Tablo 7.

Gruplara ait radyolojik bulgular

Artrit Artrit + Egzersiz

Yumusak Doku Sisligi 2,43 +0,29 0,93 + 0,33"
Kartilaj Kaybi 1,86 + 0,28 0,73 +0,27*
Osteoporoz 2,00 +£0,28 0,73 +0,28"
Erozyon 1,71 £ 0,29 0,53 + 0,24*
Heterotopik Ossifikasyon 2,00 £ 0,31 0,40 + 0,24*

Periosteal Yeni Kemik Olusumu 2,43 +0,29 0,73 +0,28"

Radyolojik Skor 1,86 £ 0,25 0,60 + 0,24*

(*p<0,05 artrit grubuna gore).

Sekil 12. A: Kontrol grubunda yer alan; B: Artrit + Egzersiz grubunda yer alan;

C: Artrit grubunda yer alan deneklerin radyografi goriintiilerinden 6rnekler.

2.5. Histopatolojik Bulgular
2.5.1.1. Hiicresel Infiltrasyon Degerlerindeki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrit + egzersiz gruplarindan ¢alismanin sonunda elde edilen arka
pence ornekleri histopatolojik olarak incelendiginde hiicresel infiltrasyon degerleri artrit
grubunda 4,10 £ 0,18, artrit + egzersiz grubunda 2,78 + 0,22 bulunmustur. Artrit ve artrit +

egzersiz grubunda bulunan bu degerler anlaml olarak farklilik géstermistir (p=0,001).
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Sekil 13. Gruplarin hiicresel infiltrasyon degerlerinin karsilastirilmasi

(*: Artrit grubuna gore ; p<0,05 ).

2.5.2. Pannus Olusumu

Kontrol, Artrit ve Artrit + Egzersiz gruplarindan ¢aligmanin sonunda elde edilen arka
pence Ornekleri histopatolojik olarak incelendiginde pannus olusumu degerleri artrit
grubunda 4,00 + 0,15, artrit + egzersiz grubunda 2,67 + 0,29 bulunipustur. Artrit ve Artrit +

Egzersiz grubunda bulunan bu degerler anlamli olarak farklilik gostermistir (p=0,001)

B
N 4
)
A *
Z 3
=
U
=
O 2
[72]
=
£
S1
[

0

Artrit Artrit + Egzersiz

Gruplar

Sekil 14. Gruplarin pannus olusumu degerlerinin karsilagtiriimasi

(*: Artrit grubuna gore; p<0,05 ).
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2.5.3. Kemik Rezorbsiyonu Uzerindeki Degisiklikler

Kontrol, Artrit ve Artrit + Egzersiz gruplarindan ¢aligmanin sonunda elde edilen arka
pence ornekleri histopatolojik olarak incelendiginde kemik rezorbsiyonundaki degisim
degerleri Artrit grubunda 3,50 + 0,17, Artrit + Egzersiz grubunda 1,89 + 0,26 bulunmustur.
Artrit ve Artrit + Egzersiz grubunda bulunan bu degerler anlamli olarak farklilik gostermistir

(p=0,001).

[\ w =S W

Kemik Rezorbsiyonu Degeri

(=]

Artrit Artrit + Egzersiz
Gruplar

Sekil 15. Gruplarin kemik rezorbsiyonu degerlerinin karsilastirilmasi (*: Artrit grubuna gore

; p<0,05)
Tablo 8.

Gruplara ait histopatolojik bulgular.

Artrit Artrit + Egzersiz
Hiicresel infiltrasyon 4,10+ 0,18 2,78 +0,22*
Pannus Olusumu 4,00+ 0,15 2.67 +0,29*
Kemik Rezorbsiyonu 3,50+ 0,17 1,89 + 0,26"
Toplam Histopatolojik Skor 11,60 + 0,43 7.33 +0,71*

(*: p<0,05 artrit grubuna gore).
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Sekil 16. Artrit grubundan bir sicana ait histopatolojik goriintii. Siddetli infiltrasyon alanlari
(ok), eklem yapisinda bozulma, kikirdak ve kompakt kemikte kayip (*) goriildii. P:Pannus.

Sekil 17. Artrit + egzersiz grubundan bir sicana ait histopatolojik goriintii. Hafif diizeyde
infiltrasyon alanlar1 (ok), eklemde ve kortikal kemikte orta diizeyde doku hasar (*) goriildii.

P:Pannus.

Sekil 18. Kontrol grubundan bir si¢ana ait histopatolojik goriintii. Eklem kikirdag: (EK) ve
eklem kikirdaginin hemen altinda bulunan kompakt kemik (KK) ve trabekiiler kemik (TK)

tabakalarinin normal histolojik yapida oldugu goriildii.
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2.6. Biyokimyasal Bulgular

2.6.1. Leptin, MMP-1, MMP-3, MMP-8 ve MMP-13 Diizeylerinin

Belirlenmesi

Calisma sonunda (42.giin) alinan kan Ornekleri ile yapilan analiz sonucunda leptin,
MMP-1, MMP-3, MMP-8 ve MMP-13’{in diizeyleri belirlenmistir. Kontrol, artrit ve artrit +
egzersiz gruplarinda leptin, MMP-1, ve MMP-3 diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaistir (p<0,05). MMP-8 miktari; kontrol grubunda 673,78 + 73,34, artrit grubunda
819,10+ 34,59 ve artrit + egzersiz grubunda 817,44+ 62,36 olarak bulunmustur. Artrit ve
artrit + egzersiz grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli olarak fazladir (sirasiyla
p=0,019; p=0,025). MMP-13 miktari ise ; kontrol grubunda 927,91+ 32,37, artrit grubunda
896,25+ 15,41 ve artrit + egzersiz grubunda 686,90+ 62,14 olarak bulunmustur. Artrit +
egzersiz grubunun degeri hem kontrol grubuna goére hem de artrit grubuna gore anlamli

olarak az bulunmustur (sirasiyla p=0,004; p=0,002 ).

Calismanin ara doneminde (21.giin) alinan kan ornekleri ile yapilan analiz sonucunda
leptin, MMP-1, MMP-3, MMP-8 ve MMP-13 diizeyleri belirlenmistir. Artrit + egzersiz
grubunda MMP-8 diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0,003). Artrit + egzersiz grubunda MMP-3 ve MMP-8 diizeyleri artrit grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur ( sirasiyla p=0,023; p=0,008 ).

Tablo 9.

Gruplara ait leptin, MMP-1, MMP-3, MMP-8 ve MMP-13 diizeyleri.

CALISMA SONU (42.GUN)
Kontrol Artrit Artrit + Egzersiz
Leptin (ng/ ml) 929,65+ 32,44 873,00+ 14,82 976,05+ 108,61
MMP1 (ng/ ml) 854,40+ 10,45 852,12+ 22,26 726,26+ 53,79
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Tablo 9’un devami

MMP3 (ng/ ml)

884,28+ 31,51

891,42+ 13,76

873,56+ 60,26

MMPS (ng/ ml)

637,78+ 73,34

819,10+ 34,59*

817,44+ 62,36*

MMP13 (ng/ml)

927,91+ 32,37

896,25+ 15,41

686,90+ 62,14**

( *: Kontrol grubuna gore, p<0,05 ; # : Artrit grubuna gore, p<0,05).

Tablo 10. Ara donemdeki deneklere ait leptin, MMP-1,MMP-3, MMP-8 ve MMP-13

diizeyleri.

ARA DONEM (21.GUN)

Kontrol A-Artrit A- Artrit + Egzersiz
Leptin (ng/ ml) 929,65+ 32,44 897,91+ 18,13 910,89+ 34,63
MMPI (ng/ ml) 854,40+ 10,45 846,81+ 9,93 926,94+ 66,63
MMP3 (ng/ ml) 884,28+ 31,51 855,39+ 10,85 926,86+ 30,06
MMPS (ng/ ml) 637,78+ 73,34 672,71+ 69,39 939,32+ 24,57+*
MMP13 (ng/ml) 927,91+ 32,37 931,93+ 34,03 932,94+ 64,62

(*: Kontrol grubuna gore, p<0,05; ** Artrit grubuna gore, p<0,05)

2.6.2.Eritrosit Sedimentasyon Hizindaki Degisiklikler

Calismanin sonunda gruplardan elde edilen 30. ve 60. dakika sedimentasyon
degerleri mm/sa cinsinden kaydedilmigstir. 30. dakikadaki degerlere bakildiginda kontrol
grubu 1,73 +£0,40 mm/sa, artrit grubu 1,43 + 0,17 mm/sa ve artrit + egzersiz grubu 0,93 +
0,12 mm/sa olarak bulunmustur. 60. dakikadaki degerler ise kontrol grubu 2,55 + 0,41
mm/sa, artrit grubu 3,00 + 0,71 mm/sa ve artrit + egzersiz grubu 2,57 + 0,88 mm/sa
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seklindedir. Bu degerlere bakildiginda artrit + egzersiz grubu, artrit grubuna gore 30.

dakikada anlaml1 olarak farklilik gostermistir (p=0,024).

3,5
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E2
=
)% 5
A #
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=
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v Kontrol Artrit Artrit+Egzersiz

Gruplar

Sekil 19. Eritrosit Sedimentasyon Hiz1

(#: Artrit grubuna gore, p<0,05).

2.7. Western Blot Analizi Bulgular:

Calisma sonunda alinan sinovyal doku orneklerindeki STAT3 ve pSTAT3
western blot analizi ile belirlenmistir. Sekil 20 ve 21°de goriildiigii iizere her ikisi i¢in de

Artrit ve Artrit + Egzersiz gruplari arasinda anlamli farklilik bulunamamustir.
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Sekil 20. STAT3’iin western blot analiz sonucu
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Sekil 21. pSTAT3’iin western blot analiz sonucu
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Sekil 22. Western blot analizinin bantlagsma goriintiileri. A: STAT3 i¢in bantlasma
goriintiisii. B: pSTAT3 i¢in bantlasma goriintiisii.
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BESINCi BOLUM

TARTISMA, SONUC ve ONERILER

5.1. Tartisma

Bu calismanin ana bulgusu yiizme egzersizinin, bizim uyguladigimiz protokolde,
sicanlardaki adjuvan ile uyarilan artrit (AIA) modelinde ortaya cikan artrit siddetini

azaltmasi ve uzun donemde artrit iyilesmesine belirgin katki saglamasidir.

Deney hayvanlarinda artrit gelistirmek ic¢in pek cok model kullanilmaktadir. Adjuvan
ile uyarilan artrit (AIA), kollajen ile uyarilan artrit (CIA), kikirdak oligomerik matriks
proteini (COMP) ile uyarilan artrit modelleri bunlardan bazilaridir. Biz bu caligmada
sicanlarda artrit gelistirmek icin AIA modelini tercih ettik. Bu modelde RA’nin gelisme
hizinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Sicanlara adjuvan uygulanmasindan 10-14 giin sonra
artrit semptomlar1 goriilmeye baslamaktadir. Eklem inflamasyonu, kikirdak ve kemik
erozyonu gibi patolojik 0Ozellikleri ile bu artrit modeli, insanda gorillen RA’ya
benzemektedir. Ankiloz gibi kalict eklem malformasyonlar1 gelisebilmektedir.
Inflamasyonlu eklemlerde aktiflesen T hiicreleri de tespit edilmektedir. Hiimoral ve hiicre
aracili bagisiklig1 incelemeye uygun bir modeldir (Choudhary vd., 2018; McNamee vd.,
2015). Bizim ¢calismamizda da literatiirle uyumlu olarak adjuvan uygulamasinin 14.giiniinde

artrit bulgular1 ortaya ¢ikmustir.

Egzersiz, uygun sekilde yapildiginda fiziksel zindeligi gelistirmenin yaninda
hastaliklar1 Onlemede ve tedavi etmede etkilidir. Farmakolojik tedavinin dogal bir
alternatifidir. Egzersizin tiirli, zamani, siklig1 ve yogunlugu hastaliklar iizerindeki tedavi
edici etkisini degistirmektedir. Yiizme egzersizi icin yogunluk, yapilan egzersiz siiresi ile
Olctilmektedir. 20-59 dk/giin diisiik yogunluk, 60-89 dk/giin orta yogunluk ve >90 dk/giin
yiiksek yogunluk olarak kabul edilmektedir (Guo vd., 2020). RA’da yiiksek siddetli
egzersizin eklem hasarina sebep olarak hastalik aktivitesini artirdigi bilinmektedir. Bu

yiizden egzersizlerin eklem {iistiine daha az stres bindirerek eklemi korumasi 6nemlidir. Orta
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siddette yapilan yiizme egzersizi RA’l1 hastalar icin giivenlidir (Siqueira vd., 2017; Van den
Ende vd., 1996).

Biz ¢alismamizda aerobik bir egzersiz olan yiizme egzersizini, orta yogunlukta 6 hafta
uyguladik. Yiizme egzersizinin RA’l1 hastalarda aerobik kapasiteyi ve kas giiciinii
artirmasinin yani sira bagisiklik sistemini de diizenledigi gosterilmistir. Bagisiklik sistemini
TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinleri azaltip; IL-4, IL-5 gibi anti-inflamatuvar
sitokinleri artirarak diizenleyebilecegi pek cok calismada gosterilmistir (Fujii vd., 2019;
Ghiasi vd., 2016; Pedersen ve Saltin, 2015; Shirvani vd., 2021). Hastali§in meydana getirdigi
agri, eklem sertligi, kas giicii kayb1 gibi pek cok semptomu iyilestirerek yasam kalitesini

artirmada etkili oldugu bulunmustur (Alkatan vd., 2016; Else vd., 2016; Navarro vd.,2010).

Calismamizda Artrit ve Artrit + Egzersiz gruplarimin gorsel klinik skorlama
bulgularina bakildiginda adjuvan uygulamasinin 14.giiniinden itibaren belirgin farkliliklar
gozlenmistir. Egzersiz yapan gruptaki siganlarin gorsel klinik skorlart artrit grubundakilere
gore anlamli olarak daha azdir (p<0,05). Ayn1 zamanda si¢anlarin pence caplarinda meydana
gelen degisikliklere bakildiginda; gorsel klinik skorlama bulgulari ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Calismamizda artrit indiiksiyonundan bir hafta sonra sag ve sol ayak bilegi cap1
dijital bir kumpas yardimi ile Sl¢iilmiistiir. Daha sonraki haftalarda yapilan Slgiimler ilk
Olciim degerine gore % olarak ifade edilmistir. Artrit grubundaki sicanlarin penge
caplarindaki degisim degerleri ¢calisma boyunca kontrol grubundan yiiksek seyretmistir. Ote
yandan Artrit + Egzersiz grubu artrit grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Casanova-Vallve vd., (2020) yapmis olduklari calismada artrit modeli olusturduklar
sicanlarda modelin 14.giiniinden sonra pence caplarinda artis oldugunu kaydetmislerdir.
Abdelmawgoud ve Saleh, (2018)’in calismalarinda da artrit modeli olusturulan sicanlar
benzer sekilde penge caplarinda artis gostermistir. Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu
olarak artrit modeli olusturulan siganlarin penge ¢aplar1 artmistir. Diizenli olarak yapilan

ylizme egzersizinin ise eklemlerde meydana gelen 6demi azalttigin1 soylemek miimkiindiir.

Calismamizda sakrifikasyondan bir giin 6nce (41.giin) sicanlarin tiim ekstremitelerini

iceren radyografi goriintiileri alinarak degerlendirilmistir ve elde edilen sonuglar gorsel
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klinik skorlamay1 dogrular niteliktedir. Radyografi oncelikle inflamasyonun varligini
degerlendirmek icin ©Onemlidir. Hastaligin ileri evrelerinde ise yapisal degisiklikleri
anlamamiz1 saglamaktadir (Hiirsoy, 2016). Degerlendirilen tiim parametreler (yumusak
doku sisligi, kartilaj kaybi, osteoporoz, erozyon, heterotopik ossifikasyon, periostal yeni
kemik olusumu) Artrit + Egzersiz grubunda, Artrit grubuna gore anlamh olarak daha diisiik
bulunmustur (p<0,05). Bu sonug, diizenli yapilan ylizme egzersizinin artritin neden oldugu

kikirdak ve kemik hasari iizerindeki iyilestirici etkisini gostermistir.

Pence capindaki degisiklikler, gorsel klinik skorlama ve radyolojik bulgular birbirini
desteklerken; eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemigstir. Oysa ki ESR, inflamatuvar aktivitenin en sik kullanilan laboratuvar
bulgusudur (Miller vd., 1979). Gohil vd., (2017)’1n ¢alismalarinda sicanlarda AIA modeli
olusturulmus; 21.giinde ESR ve serum C-reaktif protein (CRP) degerleri Ol¢iilmiistiir. Artrit
modeli gelistirilen gruptaki ESR ve CRP degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Cai vd., (2006)’nin yaptiklari calismada adjuvan ile artrit modeli
olusturduklar1 sicanlarda, adjuvan uygulamasindan sonraki 0, 6, 12, 18, 24 ve 30.giinlerde
kuyruk arterinden kan ornekleri alinmistir. Alinan kan 6rneklerinin analizinden elde edilen
verilere gore; 12. giine kadar ESR degeri artmis ve 12.giinde en yiiksek degerine ulagmustir.
Ancak 12.giinden sonra bu deger giderek azalmistir. Biz calisjmamizda ESR’ye 42. giinde

baktik. Artritin alevlenme doneminin bitmesi sebebi ile ESR degeri normale donmiis olabilir.

Artritin viicut agirhigini azaltigim gosteren ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir
(SanMiguel vd., 2016 ; Taksande vd., 2017). Kronik bir hastalik olan artritteki kilo kaybinin
sebebi IL-1 B ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin fazlaligi ile iligkilendirilmektedir
(Santo vd., 2018). Calismamizda tiim gruplardaki haftalik agirlik degisimlerini kaydettik.
Elde ettigimiz verilere gore artrit modeli olusturulan siganlarda agirlik degisimi 2. haftadan
itibaren Kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Ancak ¢alismanin sonunda egzersiz
yapan artritli siganlar kontrol grubu ile benzer degerlere sahipken; egzersiz yapmayan artritli
sicanlarda kilo kaybi1 goriilmektedir. Bu sonug¢ bize diizenli yapilan yiizme egzersizinin
sadece eklemlerdeki artrit bulgularin iyilestirmekle kalmayip; kronik hastaliklarda goriilen
kilo kaybinin da Oniine gecerek daha onemli bir etki yarattigini gostermistir. Egzersizin bu

etkiyi iskelet kas kiitlesini degistirerek yapmis olmas1 muhtemeldir. Iskelet kas kiitlesi,
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viicut agirliginin iigte birinden daha fazlasini olusturmaktadir. Artrit gelisimi ile birlikte artan
inflamasyon, agri, eklem hasar1 gibi semptomlarin yani1 sira kas kiitlesinde ve giiciinde
azalma goriilmektedir (Andonian ve Huffman, 2020). Egzersizin artritli sicanlarda kas
kiitlesini artirarak kilo kaybimi1 yavaglattig1 diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda artritli sicanlarda
kaseksi sendromu da goriilebilmektedir. Bu sendrom ile birlikte yorgunluk, halsizlik,
istahsizlik artmaktadir. Kaseksi sendromunun sicanlarin yem tiiketimi iizerinde etkili olmasi
miimkiindiir. (Taksande vd., 2017). Egzersiz, artritin klinik siddetini iyilestirmekle birlikte
sicanlardaki yem tiiketimini artirarak kilo kaybini yavaslatmis olabilir. Biz ¢alismamizda
sicanlarin tiikettigi yem miktarininin takibini yapmadik ve kas dokularini incelemedik.

Bunlar ¢calismamizi kisitlayan unsurlardandir.

RA’da hastaligin merkezinde sinovyum inflamasyonu yer almaktadir. Sinovyal
tabakadaki yogun hiicresel infiltrasyonla birlikte bu tabaka giderek hipertrofik bir hale
gelmektedir. Sinovyal doku, kemik ve kikirdak dokulara dogru invaze olmaya baslayan
karakteristik pannus dokusunu olusturmaktadir. Pannusta yer alan MMP iireten
mononiikleer hiicreler ile fibroblast benzeri hiicreler eklem kikirdaginin ve subkondral
kemik yapinin asinmasina neden olmaktadir (Lee ve Weinblatt, 2001). Calismamizda RA’da
goriilen bu histopatolojik degisiklikleri hiicresel infiltrasyon, pannus olusumu ve kemik
rezorbsiyonu basliklar1 altinda degerlendirdik. Artrit grubundaki sicanlarin pencelerinin
histolojik incelemesinde yogun inflamasyon gozlenmistir. inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
kortikal kemikte tam kat kayba; trabekiiler kemikte ise belirgin rezorbsiyona sebep olmustur.
Artrit + Egzersiz grubundaki sicanlarin pengelerinin histolojik incelemesinde ise; hafif
diizeyde 6dem ile kortikal ve trabekiiler kemikte onemsiz yikim tespit edilmistir. Egzersiz
yapan artritli sicanlarda hiicresel infiltrasyon, pannus olusumu ve kemik rezorbsiyonunda
artrit grubundaki sicanlara gore anlamli olarak azalma tespit edilmistir. Sekil 16 ve 17°de de
goriildiigi gibi, egzersiz artrit bulgularin1 diizeltici etki gostermistir. Fujii vd., (2019)
caligmasinda egzersizin, artritin eklemde meydana getirdigi yikici etkileri azalttigini
histopatolojik incelemelerle belirlemislerdir. Cifuentes vd., (2010) calismasinda da
egzersizin eklem kikirdagini korumaya katki sagladigi gosterilmistir. Bizim calismamizda
da diizenli olarak yapilan yilizme egzersizinin inflamatuvar eklem hasarini azalttigi

bulunmustur.
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Artrit patogenezinde, ozellikle de eklem kikirdaginin yikiminda, dnemli rol oynayan
MMP’lerin diizeyini incelendigimizde MMP-13’te gruplar arasinda anlamli farklilik
saptadik. Ancak incelenen diger MMP diizeylerinde herhangi bir farklilik bulunamamaistir.
Diizenli yiizme egzersizi yapan artritli sicanlarda MMP-13 diizeyi, artrit ve kontrol
grubundaki si¢anlardan diisiik bulunmustur. Egzersiz yaptirdigimiz artritli sicanlarda
goriilen histolojik ve radyolojik iyilesmelerde MMP aktivitesindeki degisikliklerin de
etkisinin olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak MMP diizeylerinde degisiklik olmamas1 yeni
sorularin olusmasma yol acmustir. Biz MMP seviyelerine plazmada baktik. Eklem
dokusunda MMP aktivitesinin incelenmesi ile belki de daha farkli sonuglar elde edilebilir.

Bu durum ¢alismamizin kisithiliklarindan birini olugturmaktadir.

Bu calismada, pro-inflamatuvar bir adipokin olarak kabul edilen leptinin plazmadaki
diizeyine baktik. Ancak gruplar arasinda bir farklilik saptamadik. Literatiire bakildiginda pek
cok calismada egzersizin leptin diizeyini azalttigina dair sonuclar bulunmaktadir ( Becic vd.,
2018 ; Fedewa vd., 2018; Sun vd., 2019). Buna karsilik bazi caligmalar da egzersizin leptin
diizeyini artirdigin1 soylemektedir (Higa vd., 2012). Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
verilere gore, egzersiz leptin, STAT3 ve pSTAT3 diizeylerini degistirmedi ancak; leptin
reseptor ekspresyonunu, hiicre ici haberlesmede gorev alan baska molekiilleri degistirmis
olabilir. Egzersizin leptin iizerindeki etkisi heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamustir.

Bunun i¢in daha kapsamli ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.

Diizenli yiizme egzersizinin artritin siddetini azaltic1 etkisinin klinik bulgularla
gosterilmesinin yani sira histopatolojik ve radyolojik olarak da desteklenmesi ¢calismamizin
giiclii yonlerini olusturmaktadir. Ote yandan ¢alismamizin bazi kisitliliklar1 mevcuttur. Bu
kisithliklardan biri gida alimi takibinin yapilmamasidir. Buna ek olarak, inflamatuvar bir
belirte¢ olan ESR diizeyine RA’nin alevlenme doneminde bakilmamasi calismamizin
kisitlayict unsurlarindandir. Calismamizin diger bir kisitlayici unsuru MMP diizeylerinin
sadece plazmada incelenmis olmasidir. MMP aktivitesinin eklem dokusunda da incelenmesi
ile farkli sonuglar elde edilebilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizdan yola c¢ikarak
egzersizin leptin {izerindeki etkisininin aciklanmasi icin leptinin plazmadaki seviyesi ile
birlikte leptin reseptor ekspresyonu ve leptin aktivitesinin de incelenmesinin Onemli

oldugunu ifade etmek miimkiindiir.
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5.2. Sonuc ve Oneriler

Son yillarda egzersizin potansiyel bir anti-inflamatuvar arag olarak recetelendirilmesi
kavrami ortaya ¢ikmistir. Inflamatuvar artritler de dahil olmak iizere gesitli kronik hastaliklar
izerinde etkileri goriilmektedir (Pedersen ve Saltin, 2015). Deneysel artrit modeli
olusturulan siganlara 6 hafta ylizme egzersizi yaptirilan bir ¢calismada yiizme egzersizinin
aktif lenfositler ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu engelledigi
bulunmustur (Navarro vd., 2010). Azez vd., (2020)’in 66 RA hastas1 ile yiiriittiikleri
calismalarinda, aerobik ve direngli egzersiz programlari uygulanmistir. Sonuglar fiziksel
egzersizin, RA hastalarinda yorgunluk semptomlarini azaltmasinin yani sira kardiyovaskiiler
zindelikte iyilesme sagladigini gostermistir. Bizim calismamizda deneysel AIA modeli
olusturulan sicanlarda 6 hafta uygulanan diizenli yiizme egzersizinin gorsel klinik skoru
azalttigr bulunmustur. Bu bulgu radyolojik ve histopatolojik bulgularla desteklenmistir.
Bunlara ek olarak yiizme egzersizinin RA’ya eslik eden kilo kaybr iizerinde de iyilestirici

etkisi oldugu saptanmustir.

Bizim calismamizda ve literatiirdeki diger calismalarda, yiizme egzersizin RA
tizerindeki iyilestirici etkileri ortaya ¢ikarilmistir. RA hastalari i¢cin olumlu etkilere sahip

olan yiizme egzersizi, uygulanabilir ve giivenlidir.
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