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Ozet

Romatoid artrit (RA) kronik agr1 ve eklem hasarina sebep olan inflamatuvar bir otoimmiin hastaliktir. RA patogenizde T hiicre aktivasyonu
onemli rol oynar. T lenfositlerin aktivasyonu i¢in, antijen sunan hiicreler tarafindan saglanan es-uyaran sinyallerine gereksinim vardir. Eg
uyaransiz T hiicre anerjik hale gelir. Bu ¢alismada farelerde deneysel artrit modelinde olusan T lenfositlerin aktivasyonunu inhibe etmek
i¢in, endoplazmik retikulumunda ekspresyonu hedeflenen CTLA4 (CTLA4-KDEL) ile dendritik hiicreler genetik olarak modifiye edilip
tolere-jenik dendritik hiicre (tolDH)lerin olusturulmasi amaglanmig ve RA olusturulmus hayvanlarda tolDH ile tedavinin bazi kan
parametreleri {izerine etkisi aragtirilmistir. Bu amagla farelerde kollajen ile inditklenmis artrit modeli kullanildi. Artrit olusjumundan sonra
fareler intra artikiller olarak tolDH’ler ile tedavi edildi. Tedavi edilen grupta kontrol gruplarina kiyasla, deneysel artrit modelinin
olusturuldugu eklem kalinhigindaki artigi ve 6zellikle nétrofil oraninda yiikselis ile seyreden akyuvar sayisindaki artisi geri dondiirdiigii
gozlendi. Sonug¢ olarak CTLA4-KDEL genetik modifikasyonu ile elde edilen tolDH, farelerde deneysel artiritin olusturdugu klinik

semptomlar1 azaltirken yine deneysel artrite bagl olarak sekillenen kan parametrelerindeki degisiklikleri de gerilettigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel romatoid artrit, CTLA4-KDEL gen terapisi, Toleran dendritik hiicre, Kan parametreleri.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory autoimmune disease that causes chronic pain and joint destruction. T cells activation has an
important role in RA pathogenesis. Activation of T lymphocytes requires the co-stimulatory signals provided by antigen-presenting cells.
T-cell activation without co-stimulation results in anergy. In this study, to inhibit the activation of T lymphocytes formed in the
experimental arthritis, tolerogenic dendritic cells were aimed to be obtained by the genetical modification of dendritic cells with CTLA4-
KDEL overex-pression in endoplasmic reticulum. Then, RA created animals treated with tolDCs and the effect of treatment on blood
parameters were investigated. For this purpose, mouse collagen induced arthritis model was used. The mice with arthritis were
intraarticularly treated with modified tolDCs. It was observed that the treatment group significantly reversed the increase in the joint
thickness and the increase in the number of white blood cells, especially with the increase in neutrophils when compared with control
groups. As a result, genetically modified tolDCs reduced the clinical symptoms of experimental arthritis and also reversed the changes in

blood pa-rameters due to experimental arthritis in mice.
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*Corresponding author: Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Gériikle, 16059 Bursa Turkey

Tel: + 90 224 294 1228 Fax: + 90 224 294 1202 E-mail: mrtylen75@gmail.com muraty@uludag.edu.tr
101



Giiveng ve ark. 2018
Giris

Romatoid artrit (RA) bir ¢ok eklemde sinoviyal dokular1
etkileyen kronik, inflamatuvar bir hastaliktir. RA sinoviyal
dokusunda infiltrat fibroblast-benzeri sinoviyositler, mak-
rofajlar, T hiicreleri, B hiicreleri, plazma hiicreleri, nétro-
filler, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve dogal oldiiriicii
hiicreleri bulunmaktadir (Tak ve ark., 2000). Semptomlar
ortaya ¢iktig1 zaman inflame sinoviyada kronik hastaligin
histopatolojik 6zellikleri oturmus oldugu i¢in inflamatuvar
siirecin ne zaman ve nasil bagladig1 tam olarak bilinme-
mektedir (Tak, 2001). Bununla beraber hastaligin klinik
olarak saptandig1 evrede, inflamatuvar hiicrelerin hastalik
bolgesinde birikimi, bolgede tutulmasi ve prolifera-
syonunun, romatoid sinoviyada hiicre birikiminin artisina
sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica, bozulmus apoptoz da
romatoid sinoviyal dokudaki hiperplaziyi arttirabilir. Bu
duruma bagl olarak sinoviyadaki artan hiicresel yiik, hem
inflamatuvar hiicrelerin bolgeye gociline hem de alandaki
hiicrelerin tutulmasini saglayan immiinolojik faktorlere
baghdir (Buckley, 2003).

RAda, T hiicre aktivasyonu antijene 6zgiil immiin yanit-
ta oldukca 6nem tagimaktadir. T hiicre reseptorii aracili
sinyaller, T hiicre yanitinin 6zgiilligiiniin belirleyen bir
etkilesim olmasina ragmen, es-uyaran sinyalleri optimal
T hiicre aktivasyonun saglanmasinda asil olan faktordiir
(Gimmi ve ark., 1991; Harding ve ark., 1992). Sitotoksik T
lenfosit antijen 4 (CTLA4) aktif T lenfositlerde ifade edilir
(Linsley ve ark., 1991). Bu molekiil T hiicre aktivasyonunu
T hiicre veya anerjinin indiiksiyonu yoluyla kapatir (Lins-
ley ve ark., 1992).

Farelerde kollajen ile indiiklenen artrit modeli, RA ile
hem immiinolojik hem de patolojik ozellikleri agisindan
benzerlik gosteren bir modeldir (Trentham ve ark., 1977;
Wooley ve ark., 1985; Wooley, 1988; Guvenc ve ark., 2018).
Bu nedenle bu model RA patogenezini incelemek igin kul-
lanilabilecegi gibi yeni tedavi yollarini test etmek i¢in de
yaygin olarak kullanilabilir. Bu ¢aliymada farelerde kollajen
ile indiiklenen artrit modelinde olusan T lenfositlerin akti-
vasyonunu inhibe etmek i¢in, endoplazmik retikulumunda
ekspresyonu hedeflenen CTLA4 (CTLA4-KDEL) ile den-
dritik hiicreler genetik olarak modifiye edilip tolerejenik
dendritik hiicre (tolDH)’lerin olusturulmas: amaglanmig
ve RA olusturulmus hayvanlarda tolDH ile tedavinin bazi

kan parametreleri tizerine etkisi aragtirilmigtir.
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Materyal ve Metot

Hayvanlar

Caligmada 6-8 haftalik, 28-35 gram agirliga sahip erkek 24
adet Balb/c 1rki fare kullanildi. Fareler, Uludag Universi-
tesi, Deneysel Hayvan Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezinden saglandi ve ayni merkezde deneyler kon-
trollii iklim kosullarinda (20-24 °C ¢evre 1s1s1, % 50-60
nem, 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik dongiisii), stirekli
kuru yem ile beslenerek enfeksiyondan uzak ve veteriner
hekim kontroliinde 4-6 hayvan bir kafeste olacak sekil-
de barindirildilar. Hayvanlar spesifik patojen free olacak
sekilde 6zel kafes sistemleri icerisinde barindirildilar. Tim
yapilan uygulamalar, Uludag Universitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulwnun (HADYEK) onayladig: (2014-
06/04) prosediirlerle gerceklestirildi.

Artritli fare modelinin olusturulmas: ve degerlendirilmesi
Balb/c farelerde daha once tanimladigimiz (Guvenc ve
ark., 2018) kollajen ile indiiklenmis artirit modeli kul-
lanilarak artirit modeli olusturuldu. Modele gore; fareler
sevofluarane (%2-4/%100 O2) ile anestezi edildiler. Anes-
tezi altinda “0” inc1 giinde, 25 G’lik igneye sahip 10 pl'lik
Hamilton enjektor kullanilarak 0,1 M asetik asit i¢inde
sulandirilmis 2 mg/ml son konsantrasyona sahip kollajen
(Sigma Aldrich Co, Katalog No: C7806) farelerin arka ayak
eklemi igerisine 10 pl olacak sekilde enjekte edildi. Intraar-
tikiiler (i.a.) kollajen enjeksiyonundan hemen sonra 100 pl
Freund Complete Adjuvant farelerin sirt bolgesine subku-
tan olarak enjekte edildi. Fareler kafeslerine geri konuldu ve
anesteziden ¢ikmalar1 beklendi. Bu ilk immiinizasyondan
2 hafta sonra immiinizasyonun artirilmast i¢in ayni hay-
vanlara ayni enjeksiyonlar ayni yolla yine anestezi altinda
uygulandi. Son immiinizasyondan sonra artiritin olusmasi
icin 1 hafta siire ile beklendi. Artirit modeli olusturul-
mayan kontrol grubundaki hayvanlara ayni zamanlama ve
yine ayni yollarla Kollajen ve Freund Complete Adjuvant
yerine PBS ayn1 hacimde uygulandi.

Hayvanlarda artirit olusumu kumpas yardimi ile ayak
kalinliklarinin en ve boy 6l¢iimlerinin ortalamasi alinarak

degerlendirildi.

CTLA4-KDEL gen tedavisi i¢in dentritik hiicrelere gen
transferi

Fare CTLA4 geni pCMV/Hygro memeli ekspresyon pla-
zmitinden (Sino Biological Incl., Pekin, Cin) 5’ ve 3’ ucunda

uygun restriksiyon dizileri bulunan primerler kullanilarak



amfiliye edildikten sonra pCMV/myc/ER (Invitrogen,
Paisley, United Kingdom) plazmitine klonland1 bu modi-
fiye CTLA4 geni CTLA4-KDEL olarak adlandirildi. Daha
sonra CTLA4-KDEL uygun restriksiyon enzimleri ile kes-
ilip amplifiye edilip LeGo-iG2 lentiviriis sistemine klon-
land1 ve LeGo-iG2’ye klonlanan CTLA4-KDEL gen pla-
zmitini bulunduran lenti-virtsler tretildi.

Fare dentritik hiicreleri Son ve ark’nin (2002) daha 6nce
tanimladiklar1 metoda uygun olarak 4 ayri farenin kemik
iliginden izole edildi. Metoda gore kemik iliginden izole
edilen dentritik hiicreler, %10 fetal sigir serumu, 50 pM
2-ME, 0,1 mM non-esensiyal aminoasitler, 2 mM L-gluta-
min, 100 pg/mL penisilin, 100 IU/mL streptomisin, 20ng/
mL fare GM-CSF ve fare IL-4 igeren kompleyt besi yeri
olan RPMI-16404da kiiltiire edildiler. Kiiltiire edilen dentri-
tik hiicreler fare CTLA4-KDEL geni igeren lentiviriisler ile
enfekte edilerek dentritik hiicrelerin CTLA4-KDEL trans-
teksiyonu sonucu modifiye tolDH elde edildi.

Deney Protokolii

Fareler, artirit olusturulmamis kontrol (RA-, n=4); artirit
olusturulmus kontrol (RA+, n=6); artirit olusturulmamis
modifiye tolDH (RA-, n=4); ve artirit olusturulmus mod-
ifiye tolDH (RA+, n=6) olmak iizere dort gruba ayrildilar.
Kontrol RA- ve kontrol RA+ grubundaki hayvanlar i.a.
olarak 10 pl PBS ile modifiye tolDH RA- ve modifiye tolDH
RA+ grubundaki hayvanlar ise 10 ul hacminde yaklasik
13600 modifiye tolDH ile tedavi edildi. Tedaviden sonra
3 hafta siire ile haftalik olarak hayvanlarin eklem kalin-
liklar1 6lgiildi. 3. hafta sonunda hayvanlardan sevoflurane
anestezisi altinda intraorbital olarak 1 ml kan 6rnegi ED-
TAl tiiplere alindi. Toplanan kan 6rneklerinde ayni giin

icerisinde kan parametreleri 6l¢ctimleri gergeklestirildi.

Kan parametrelerinin dl¢iilmesi

Toplanan kan 6rneklerinden hematokrit (Hct), hemoglo-
bin (Hb), alyuvar sayisi, akyuvar sayis1 ve formiil 16kosit
degerlerine bakildi. Alyuvar sayimi i¢cin Hayem eriyigi ile
200 kez sulandirilan, akyuvar sayimmu igin Tiirk eriyigi ile
10 kez sulandirilan kan orneklerinden Thoma laminda
alyuvar ve akyuvar sayimi yapildi. Hct degeri, mikrohe-
matokrit yontem ile, Hb miktari, Sahli metodu ile kolori-
metrik olarak tespit edildi. Formiil 16kosit degerleri; kan
orneklerinden hazirlanan frotilerde May Griinwald-Giem-

sa karigik boyama yontemi kullanilarak belirlendi.
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Istatistiki degerlendirme

Caligmadaki tiim sonuclar ortalama + standart hata olarak
verildi. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ANO-
VA ve takiben uygun post hoc Benforoni testi ile yapildi.
Caliymadaki téim istatistiksel analizlerde p degerinin
0,05den kiigiik oldugu degerler istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Bulgular

Kollajen ile indiiklenmis artirit olusturulmadan 6nce farel-
erin arka ayak eklem kalinliklar1 2,24 + 0,02 mm (n=20)
olarak olgiildii. Ikinci immiinizasyondan hemen once
sonra eklem kalinliklar: 2,78 + 0,02 mm (n=10) ve tedavi
yapilmadan hemen 6nce ise 2,80 + 0,03 mm (n=10) kalin-
liga ulasti. Kollajen ile inditklenmis artirit modeli, farel-
erin eklem kalinliklarini ilk immiinizasyonun yapildig
gline gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekil-
de ortama 0,56 mm artisa sebep oldu (Tablo 1). Kontrol
RA- grubundaki PBS ile tedavi edilen ve modifiye tolDH
(RA-) grubundaki modifiye tolDH terapisi alan farelerin
eklem kalinliklarinda deney boyunca istatistiksel olarak
anlamli (p>0.05) bir degisiklik g6zlenmedi (Tablo 1). Kon-
trol RA+ grubundaki farelerin eklem kalinliklar: ilk im-
miinizasyonu takip eden haftalar boyunca anlamli olarak
(p<0.05) artis gosterdi (Tablo 1). Kontrol amagli PBS teda-
visi farelerin eklem kalinliklarinda bir degisiklik olustur-
madi ve kontrol RA- ve modifiye tolDH (RA-) grubundaki
farelerin eklem kalinliklarina gore istatistiksel olarak an-
lamli bir sekilde daha kalin olarak gozlendi (p<0.05, Tab-
lo 1). Modifiye tolDH (RA+) grubundaki farelerin eklem
kalinliklar1 ilk immiinizasyonu takiben modifiye tolDH
tedavisinin yapildig haftaya kadar anlamli olarak (p<0.05)
artis gosterdi (Tablo 1). Bu gruptaki hayvanlara i.a. olarak
yapilan modifiye tolDH tedavisi farelerin eklem kalin-
liklarinda anlamli olarak kiigiilmeye sebep oldu (p<0.05,
Tablo 1).

Tablo 1. Modifiye tolDH tedavisinin kollajen ile indiiklenmis deneysel RA
modelinde eklem kalinliklar: tizerine etkisi.

Modifiye Modifiye
Haftalar Kontrol (RA-) | Kontrol (RA%) | 1,01 (RA) | toIDH hﬂ
(mm) (mm) (mm) (mm)

0 (I immiinizasyon) | 2,18 + 0,03 2,28%0,03 2,25 0,06 2,25+ 0,03

2 (Il. immiinizasyon) | 2,18 £ 0,06 2,80£0,03* | 2,23+0,06 2,76 £ 0,03
3 (Tedavi) 2,24 % 0,04 2,83£0,03* | 228+0,08 2,77 £0,04*
4 2,23%0,05 2,93+0,03" | 2,28+0,03 2,64 % 0,04%*
5 2,25 £ 0,04 2,98£0,04* | 229+0,04 2,62 % 0,04*
6 2,28+ 0,03 2,99+0,05 | 223+0,13 2,61 % 0,04
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Degerler 4-6 farenin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler ANOVAYy1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, RA+
gruplarin RA- gruplara gore anlamli farking; +, p<0.05, Modifiye tolDH (RA-

grubunun Kontrol (RA+) grubuna gére anlamli farkini gostermektedir.
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Artirit olusturulmayan kontrol (RA-) ve modifiye tolDH
(RA-) grubundaki farelerin ve artirit olusturulan kontrol
(RA+) ve modifiye tolDH (RA+) grubundaki hayvanlarin
Hct, Hb miktar1 ve alyuvar sayilarinda anlamli bir fark
elde edilmedi (p>0.05, Tablo 2). Bununla birlikte artirit
olusturulmus kontrol (RA+) grubundaki farelerin akyuvar
sayisinda, artirit olusturulmayan kontrol (RA-) ve modifi-
ye tolDH (RA-) grubundaki farelerin ve artirit olusturulan
modifiye tolDH (RA+) grubundaki modifiye tolDH teda-
visi alan hayvanlarin akyuvar sayisina gore anlamli bir artis
oldugu gozlendi (p<0.05, Tablo 2).

Tablo 2. Modifiye tolDH tedavisinin bazi kan parametresi tizerine etkisi.

Kontrol (RA-) | Kontrol (RA%) g‘l’i‘)’gg A gﬁg‘{; %)
Htc % 30,505 294219 204+ 1,9 32,0%1,3
Hb gr/di 11,4206 11,0205 4214 11.6:04
Alyuvar 104 mm® | 6,4 £ 0,1 6,2£0,1 67:02 65202
Akyuvar 105 mm? | 7.9+ 1,0 133207 |82+09 67202

Degerler 4-6 farenin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler ANOVAY1 takiben Bonferroni testi ile yapilds. *, p<0.05, Kon-
trol (RA+) grubunun diger gruplara gore anlamls farkini gostermektedir.
Formiil 16kosit sonuglarina gore, tiim gruplardaki hay-
vanlarin eozinofil ve bazofil yiizdeleri acgisindan istatiksel
olarak anlamli bir fark goézlenmedi (Tablo 3). Modifiye
tolDH (RA+) grubundaki hayvanlarin nétrofil ytizdesinin
ve kontrol (RA+) grubundaki farelerin lenfosit yiizdesinin,
diger gruptaki farelerin ylizde degerlerine gore anlamli
derecede diisiik oldugu gozlendi (p<0.05, Tablo 3). Mod-
ifiye tolDH (RA+) grubundaki farelerin diger gruplarda-
ki farelere gore daha fazla monosit yiizdesine ve kontrol
(RA+) grubundaki farelerin de diger gruplardaki farelere
gore daha fazla nétrofil ylizdesine sahip oldugu belirlendi
(p<0.05, Tablo 3).

Tablo 3. Modifiye tolDH tedavisinin akyuvar formiilii tizerine etkisi.

Kontrol (RA-) | Kontrol (RA+) WSA-) %_‘I’S% 9
Nbtrofil (%) 2600£40 | 3260+14% | 255035 13,75+ 1,3"
Eozinofil (%) 2,00£1,0 2,60 +0,7 2,00£1,0 2,86£0,7
Bazofil (%) 0,00£0,0 0,40+0,4 0,00£0,0 0,13£0,1
Lenfosit (%) 68,00 6,0 60,00 * 3,3 69,50£05 | 67,8822

Degerler 4-6 farenin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler ANOVAYy1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, Mod-
ifiye tolDH (RA+) grubunun diger gruplara gére Notrofil %’si agisindan anlamli
farkini gostermektedir; &, p<0.05, Kontrol (RA+) grubunun diger gruplara gore
Notrofil %’si agisindan anlamli farkini gostermektedir; +, p<0.05, Kontrol (RA+)
grubunun diger gruplara gore Lenfosit %si agisindan anlamli farkini gosterme-
ktedir; x, p<0.05, Modifiye tolDH (RA+) grubunun diger gruplara gére Monosit

%’si agisindan anlamli farkini gostermektedir.
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Tartisma ve Sonug

Calismada, kollajen ile indiiklenmis deneysel RA modeli
ile farelerin eklem kalinliklarinda kontrole gore anlamli bir
kalinlagma oldugu ve i.a olarak modifiye tolDH tedavisi-
nin bu kalinlagmay1 anlamli 6lgiide gerilettigi gozlenmistir.
Yine ne RA olusturulmas: ne de modifiye tolDH tedavisi-
nin uygulanmasy, farelerin Hct, alyuvar sayis1 ve Hb mik-
tarlarinda bir degisiklik olusturmazken, deneysel olarak
RA olusturulmasi hayvanlarin akyuvar sayisini anlamli
olarak artirdig1 ve i.a olarak modifiye tolDH tedavisinin
bu artis1 gerilettigi bulunmugtur. RA olusturulan farelerde
gozlenen notrofil artis1 modifiye tolDH tedavisi ile geril-
erken, modifiye tolDH tedavisi farelerde monosit sayisin-
da artiga sebep olmustur.

RA, eroziv eklem hasarini igeren simetrik eklem yangisi ile
karakterize, sistemik otoimmun bir hastaliktir (Sodhi ve
ark., 2015). RA tedavisinde; agrinin hafifletilmesi, eklem
siskinliginin azaltilmasi, eklem hasarinin geri dondiiriilme-
si veya yavaglatilmas1 ve eklemin fiziksel fonksiyonunun
geri kazanilmas1 amaglanir (Patel ve ark., 2015). Metotrek-
sat tek bagina veya glikokortikoitler ile kombine olarak ge-
leneksel RA tedavisinde kullanilan en 6nemli ajan olmakla
beraber, RAnin tam olarak tedavi edilmesi ya da hastalarda
fiziksel rahatlamay1 saglayarak yasam kalitesinin arttiril-
mast agisindan yeterli degildir (Pincus ve ark., 2010). Bu
sebeple RA tedavisinde, T hiicrelerine yonelik tedavi yak-
lasimlar: gelistirilmektedir (Levent ve ark., 2002). RA pato-
genezinde T hiicre aktivasyonu immiin yanitin olugsmasin-
da 6nem tasgimaktadir (Gimmi ve ark., 1991; Harding ve
ark., 1992). T hiicre aktivasyonun saglanmasinda, T hiicre-
den eksprese edilen CD28 ile antijen sunan hiicrelerden
eksprese edilen es uyaran molekiil olan CD80/86 etkilesimi
gerekmektedir. Ayrica, T hiicrelerde eksprese edilen CT-
LA4’tin antijen sunan hiicrelerdeki CD80/86’ya yiiksek
afinite ile baglanmasi durumunda, CD28’in CD80/86’ya
baglanmasi engellenir ve es-uyaran sinyalini bloke edilir
(Lenschow ve ark., 1992; Linsley ve ark., 1992). Bu ¢alisma-
da yeni bir tedavi yaklagimi olarak CTLA4-KDEL geni ak-
tarilmig dendritik hiicrelerin yilizeyinde CD80/86 ifadesi
engellenerek modifiye tolDH {iretilmesi sonucu tolerans
indiiklenmesiyle otoimmiin yanit baskilanmasi saglanarak
RAnin olusturdugu klinik semptomlarin hafifletilmesi
saglanmigtir.

Caligmada artrit olusturulan farelerde (kontrol RA+) al-

yuvar sayis1 ve Hb miktarinda bir azalma egilimi goriilse



de gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi. Bu azalma
egilimi modifiye tolDH tedavisi yapilan hayvanlarda geri
dondii. Yapilan ¢aligmalarda, kronik artrite sahip hayvan-
larda alyuvar sayisinda ve Hb miktarinda azalma oldugu
ve bu azalmanin, hastaliga bagli olarak eritropoetin mik-
tarindaki azalmadan, yeni alyuvarlarin kolay yikimindan
ve retikiiloendotelial sistem ve sinovial dokuda anormal
demir depolanmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmek-
tedir (Mowat, 1971; Singh ve ark., 2003).

RAda antijen varligina kars1 immiin sistemin uyarilmasin-
dan dolay: akyuvar sayisinda ilimlidan ortalamaya kadar
degisen bir artis vardir (Kshirsagar ve ark., 2014). Caligma-
dalokal olarak kollajen ile artrit inditklenmesi ile baglantili
olarak akyuvar sayisinda artig goriilmiis olup bu bulgular
daha 6nce Sumanth ve ark’nin (2012) raporlari ile uyum
saglamaktadir. Akyuvar sayisinda modifiye tolDH teda-
visi yapilan farelerde 6nemli bir azalma goriilmesi artri-
tin olusturdugu antijene karsi immiin yanitin tedavi ile
baskilanmasindan dolay1 olabilecegi diistintilmektedir.
RAda; notrofiller, lenfositler, monositler ve monositlerden
doniisen makrofaj ve dentritik hiicreler otoimmiin reak-
siyonun olusmasinda rol alirlar (Mellado ve ark., 2015).
Notrofiller inflamasyon bolgesine ilk ulasan hiicreler olup
sitokin ve kemokin mediatorler salgilayarak, lenfosit ve
monosit gibi diger immiin hiicrelerin bolgeye go¢iinii
saglarlar (Cascao ve ark., 2010). Boylece nétrofiller oto-
immiin reaksiyonun baslatilmasinda rol alarak RAda
patojenik savunma i¢in anahtar rol oynarlar. Caligmada
olusturulan RA modelinde farelerin artan akyuvar sayisin-
da nétrofil yiizde oraninin yiiksek olarak belirlenmesi de-
vam eden otoimmiin reaksiyona karsi nétrofillerin aldigi
immiin yanit gérevinden kaynakli olarak yorumlanabilir.
Kontrol RA (+) grubunda periferik lenfosit oranindaki
diistikliik, kronik RA olusumuna bagli olarak lenfositler-
in yogun bir sekilde inflamasyon boélgesine infiltrasyon
gostermesinden kaynaklanabilir. Clinkii RA hastalarinda
hem hasar gormiis eklem dokusu igerisinde hem de sino-
vial doku igerisindeki lenfoit doku benzeri yapilara kandan
yogun lenfosit infiltrasyonu oldugu bilinmektedir (Koo
ve ark., 2013). Yine Duclos ve ark’nin (1982) yaptiklar:
galismada RAl1 hastalarda kanda lenfosit sayisini saghikli
olanlara gore daha az bulurken, sinoviyal siv1 igerisinde-
ki lenfosit sayisin1 RA'l1 hastalarda daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. RAya bagli inflamatuvar olaylarda tam kan
sayimi parametrelerinde ozellikle nétrofil sayisinda artis

izlenirken, lenfosit sayilarinda azalma goriilmektedir (Kil-
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ic ve ark., 2016). Caligmada i.a. yolla yapilan modifiye
tolDH tedavisi RA'nin neden oldugu nétrofil oranindaki
artist ve lenfosit oranindaki azalig bulgularini bir iyilesme
belirteci olarak da geri dondiirmiistiir. Ayrica, modifiye
tolDH tedavisi yapilmis farelerde diger farelere gore daha
yiitksek oranda monosit yiizdesine sahip olduklar1 gozlen-
mistir. Monositlerin genel olarak inflamasyon esnasinda
inflamasyon dokusuna go¢ ederek makrofaj ve dentritik
hiicrelere doniistiikleri béylece immiin yanita rol aldiklar:
ve ayrica monositlerin iyilesme déneminde artis goster-
digi bilinmektedir. Modifiye tolDH tedavisine bagl olarak
monosit artis1 da iyilesmeye bagli olarak gozlenmis olabilir.
Cemil ve arklin (2016) yaptiklar: ¢caliymada RAya benzey-
en diger bir otoimmiin hastalik olan Psoriasis’li hastalara
biyolojik ajan tedavisi sonrasinda kan monosit sayisinda
artis bulduklarini rapor etmislerdir. Bu raporlar ¢alismada
elde edilen verileri destekler niteliktedir.

Sonug olarak farelerde kollajen ile artirit indiiklenmesi,
eklemde antijene kars1 immiin yanitin olugsmasina bagh
olarak; klinik anlamda eklemlerde kalinlagsma/sisme ve
kan parametrelerinde 6zellikle nétrofil oraninda olmak
lizere akyuvar sayisinda artma ve yine alyuvar sayisinda
ve Hb miktarinda azalmaya bagli anemiye dogru ilerley-
en degisikliklere sebep olmustur. Lokal olarak i.a. modifi-
ye tolDH tedavisi eklemlerde olusan antijene kars1 olusan
immiin reaksiyonu azaltarak, gozlenen hem klinik hem de

kan parametrelerindeki degisiklikleri geriletmistir.

Tesekkiir
Bu calisma TUBITAK (114S354) tarafindan desteklen-

mistir
Kaynaklar

Buckley CD. Why does chronic inflammatory joint disease
persist? Clin Med, 3: 361-366, 2003.

Cascao R. Rosario HS. Souto-Carneiro MM. Fonseca JE.
Neutrophils in rheumatoid arthritis: More than simple fi-
nal effectors. Autoimmun Rev, 9: 531-535, 2010.

Cemil BC. Atas H. Psoriasis hastalarinda biyolojik tedavi-
nin sistemik inflamatuvar belirtecler ve plateletcrit tizerine

etkisi. Dicle Univ Tip Fakul. Derg, 43: 477-483, 2016.

Duclos M. Zeidler H. Liman W. Pichler WJ. Rieber P. Peter



Giiveng ve ark. 2018

HH. Characterisation of blood and synovial fluid lympho-
cytes from patients with rheumatoid arthritis and other
joint diseases by monoclonal antibodies (OKT series) and
acid alpha-naphthyl esterase staining. Int ] Rheumatol, 2:
75-82, 1982.

Gimmi CD. Freeman GJ. Gribben JG. Sugita K. Freedman
AS. Morimoto C. Nadler LM. B-cell surface antigen B7
provides a costimulatory signal that induces T cells to pro-
liferate and secrete interleukin 2. Proc Natl Acad Sci USA,
88: 6575-6579, 1991.

Guvenc G. Karacay M. Akkoc A. Ciftci K. Oral HB. Yal-
cin M. A new protocol for collagen-induced local arthritis
model in Balb/c mice. Turk ] Immunol, 2018 (Baskida).
Harding FA. McArthur JG. Gross JA. Raulet DH. Allison
JP. CD28-mediated signalling co-stimulates murine T cells
and prevents induction of anergy in T-cell clones. Nature,
356: 607-609, 1992.

Kilic E. Rezvani A. Toprak AE. Erman H. Ayhan SK. Poyr-
az E. Ozaras N. Romatoid artritte notrofil/lenfosit ve plate-
let/lenfosit oranlarnin degerlendirilmesi. Dicle Univ Tip
Fakul Derg, 43: 241-247, 2016.

Koo J. Kim S. Jung WJ. Lee YE. Song GG. Kim KS. Kim
MY. Increased lymphocyte infiltration in rheumatoid ar-
thritis 1s correlated with an increase in Iti-like cells in syno-
vial fluid. Immune Netw, 13: 240-248, 2013.

Kshirsagar AD. Panchal PV. Harle UN. Nanda RK. Shaikh
HM. Anti-inflammatory and antiarthritic activity of an-
thraquinone derivatives in rodents. Int J Inflam, 2014:
690596, 2014.

Lenschow DJ. Zeng Y. Thistlethwaite JR. Montag A. Brady
W. Gibson MG. Linsley PS. Bluestone JA. Long-term sur-
vival of xenogeneic pancreatic islet grafts induced by CT-
LA4lg. Science, 257: 789-792, 1992.

Levent O. Ataman $. Romatoid artrit tedavisinde yeni yak-
lagimlar. Turkiye Klinikleri ] Med Sci, 2: 124-42, 2002.

Linsley PS. Brady W. Urnes M. Grosmaire LS. Damle NK.
Ledbetter JA. CTLA-4 is a second receptor for the B cell
activation antigen B7. ] Exp Med, 174: 561-569, 1991.

106

Linsley PS. Wallace PM. Johnson J. Gibson MG. Greene JL.
Ledbetter JA. Singh C. Tepper MA. Immunosuppression
in vivo by a soluble form of the CTLA-4 T cell activation
molecule. Science, 257: 792-795, 1992.

Mellado M. Martinez-Munoz L. Cascio G. Lucas P. Pablos
JL. Rodriguez-Frade JM. T cell migration in rheumatoid
arthritis. Front Immunol, 6: 384, 2015.

Mowat AG. Hematologic abnormalities in rheumatoid ar-
thritis. Semin Arthritis Rheum, 1: 195-219. 1971.

Patel MG. Pundarikakshudu K. Anti-arthritic activity of a
classical Ayurvedic formulation Vatari Guggulu in rats. J
Tradit Complement Med, 6: 389-394, 2015.

Pincus T. Cronstein B. Braun J. Methotrexate - the anchor
drug - an introduction. Clin Exp Rheumatol, 28: 1-2, 2010.

Singh B. Bani S. Gupta DK. Chandan BK. Kaul A. Anti-
inflammatory activity of “TAF’ an active fraction from the
plant Barleria prionitis Linn. ] Ethnopharmacol, 85: 187-
193, 2003.

Sodhi A. Naik S. Pai A. Anuradha A. Rheumatoid arthritis
affecting temporomandibular joint. Contemp Clin Dent, 6:
124-127, 2015.

Son YI. Egawa S. Tatsumi T. Redlinger RE. Jr. Kalinski P.
Kanto T. A novel bulk-culture method for generating ma-
ture dendritic cells from mouse bone marrow cells. ] Im-
munol Methods, 262: 145-157, 2002.

Sumanth M. Anusha and Swetha S. Elucidation of mecha-
nism of anti- arthritic action of Arthosansar - a polyherbal
formulation. Indian J Traditional Knowledge, 11: 704-713,
2012.

Tak PP. Is early rheumatoid arthritis the same disease pro-
cess as late rheumatoid arthritis? Best Pract Res Clin Rheu-
matol, 15: 17-26, 2001.

Tak PP. Bresnihan B. The pathogenesis and prevention of
joint damage in rheumatoid arthritis: advances from syno-
vial biopsy and tissue analysis. Arthritis Rheum, 43: 2619-
2633, 2000.



Trentham DE. Townes AS. Kang AH. Autoimmunity to
type II collagen an experimental model of arthritis. ] Exp
Med, 146: 857-868, 1977.

Wooley PH. Luthra HS. Griffiths MM. Stuart JM. Huse A.
David CS. Type II collagen-induced arthritis in mice. IV.
Variations in immunogenetic regulation provide evidence
for multiple arthritogenic epitopes on the collagen mole-
cule. ] Immunol, 135: 2443-2451, 1985.

Wooley PH. Collagen-induced arthritis in the Mouse.
Methods Enzymol, 162: 361-373, 1988.

107

Giiveng ve ark. 2018





