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Giris ve Amag: Romatoid artrit (RA), kalici sinovyal inflamasyon, kikirdak yikimi ve eklem
harabiyeti ile karakterize kronik, sistemik bir otoimmiin hastaliktir. RAda mitokondriyal
disfonksiyon, diizenlenemeyen autofaji ve inflamasyon cesitli calismalarda bildirilmistir;
ancak tedavi sonrasi bu sureglerin dinamiklerini izleyen ¢alismalar sinirlidir. Bu galismanin
amaci, RA hastalarinda metotreksatin (MTX) metabolik parametreler ile autofaji ve
inflamasyon belirtecleri Gzerindeki dogrudan etkisini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Calismaya yeni tani almis on RA hastasi dahil edilmistir. Hastalar, alti ay
boyunca onaylanmis optimal glinliik dozlarda MTX ile tedavi edilmistir. Tedavi 6ncesinde
ve takip doneminden sonra konvansiyonel biyokimyasal ve immiinolojik gdstergeler,
metabolik parametreler ve inflamasyon ile autofajiye yonelik biyobelirtecler incelenmistir.

Bulgular: Tim klinik ve laboratuvar parametrelerinde tedavi sonrasi iyilesme
gozlemlenmistir. Bazal solunumda (p=0,018) ve adenozin trifosfat (ATP) Giretiminde (p=0,03)
azalma tespit edilmis; MTX tedavisini takiben kanda kitinaz-3-benzeri protein 1 (YKL-40)
(p=0,007) ve lizozomal membran iliskili protein 1 (LAMP1) (p=0,03) diizeylerinde anlamh
disls gozlenmistir. Tedavi 6ncesinde LAMP1 ile bazal solunum (p=0,022, r=0,928); LAMP2
ile ATP Uretimi (p=0,033, r=-0,886); ve 28 eklemde hastalik aktivite skoru (DAS28) ile proton
sizintisi (p=0,017, r=0,941) arasinda guiclii korelasyonlar saptanmistir. Tedavi sonrasinda ise
LAMP1 ile yedek solunum kapasitesi (p=0,003, r=0,919); ve 7 eklem ultrason skoru (GUS7) ile
LAMP2 (p=0,027, r=0,692) arasinda iliskiler gdzlenmistir.

Sonug¢: Sonug olarak, MTX tedavisi sonrasinda RA hastalarinda mitokondriyal fonksiyon
parametreleri ile autofaji ve inflamasyonla iliskili proteinler arasindaki korelasyonlara dair
yeni veriler sunulmustur. Bu pilot bulgular, hastalik siddeti ve tedavi yanitini izlemeye yonelik
gelecekteki klinik uygulamalar igin yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: Autofaji, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, romatoid artrit.

GIRIS

Romatoid artrit (RA), kalici sinovyal inflamasyon, kikirdak yikimi ve eklem harabiyeti ile karakterize
kronik, sistemik bir otoimmin hastaliktir. Etiyopatogenezi ¢ok faktorli olmakla birlikte, artan
kanitlar mitokondriyal disfonksiyonun bagisiklik diizensizligi ve kronik inflamasyonun merkezi bir
etmeni oldugunu gostermektedir.
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Mihaylova ve ark., RA'da Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondriler, yalnizca hiicresel enerji metabolizmasi igin
degil, ayni zamanda redoks sinyallemesi, apoptoz ve dogustan
gelen bagdisiklik yanitlarinin diizenlenmesi icin de hayati
organellerdir. RA'da mitokondriyal bozulma, hem sinovyal
fibroblastlarda hem de bagisiklik hiicrelerinde gézlenmis olup,
bunun sonucunda asir reaktif oksijen tirleri (ROS) Uretimi,
degismis bioenerjetik yapi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) ile
diger mitokondriyal bilesenlerin sitozolik salinimi meydana
gelir.2 RA'da sinovyal fibroblastlar, makrofajlar ve infiltrasyon
gosteren  badisikhk hcreleri  bozulmus mitokondriyal
bioenerjetik 0Ozellikler sergiler; bu durum genellikle
oksidatif fosforilasyondan glikolize metabolik bir kayma ile
karakterizedir. Bu yeniden programlama, asiri mitokondriyal
reaktif oksijen tiiri (mtROS) Uretimi ile birlikte olup, mtDNA'y,
lipidleri ve proteinleri daha da zararlandirarak oksidatif stres
dongustind sirdarar.™

Mitokondrilerin yani sira, lizozomlar da bircok hastalikta rol
oynayan c¢ok islevli organellerdir. Lizozomla iligkili membran
proteinleri 1 ve 2 (LAMP1 ve LAMP2), baslica lizozomal
membranda bulunan integral glikoproteinler olup lizozomal
bltlnligin korunmasi, autofaji ve bagisiklik diizenlemesinde
onemlirolleroynarlar.®Yakintarihliarastirmalar, bu proteinlerin
RA dahil olmak lizere otoimmun hastaliklarin patogenezinde
rol oynadigini vurgulamaktadir. Sinovyal fibroblastlar ve
makrofajlarin arttinlmis autofaji gosterdigi RA'da bu siireg
kismen LAMP1 ve LAMP2 tarafindan diizenlenmektedir.
Bu proteinler, otofagozomlarin lizozomlarla kaynasmasini
kolaylastirir ve hiicresel kalintilarla hasar gérmus organellerin
(bozulmug mitokondriler dahil) yikimini destekler. Duzensiz
autofaji, sinovyal iltihabin kaliciligina ve RA sinoviyositlerinde
apoptoza direng gelisimine yol acabilir”® LAMP1 ve
LAMP2'nin inflamatuvar ve neoplastik durumlarda hiicre
ylizeyine tasindigi gosterilmistir; burada bagisiklik hiicreleriyle
etkilesime girebilir veya lizozomal iceriklerin salimina katkida
bulunabilirler.”! Bu yiizey ekspresyonu, RAda artmis sitokin
Uretimi ve eklem dokusu hasar ile iliskilidir. Ayrica, LAMP
proteinlerinin  sinovyal hicreler arasinda inflamatuvar
mediyatorlerin tasinmasinda gorevli ekstraselliler vezikillerin
olusumunu etkileyebilecegdi 6ne siirtilmektedir.%

Bagisiklik aracili inflamasyon, RA'daki temel patojenetik
etkenlerden biri oldugundan, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin rolini incelemek 6nemlidir. Her iki sitokin de
sinovyal inflamasyonun neden oldugu kikirdak yikimi ve
hastaligin sistemik belirtilerine katkida bulunur.IL-1, 6zellikle IL-
1B, RA ekleminde aktiflesmis makrofajlar, sinovyal fibroblastlar
ve infiltrasyon gosteren bagdisiklik hiicreleri tarafindan Uretilir.
M |L-6 ise RA sinovyumunda bol miktarda eksprese edilir ve
hem lokal eklem inflamasyonuna hem de yorgunluk, anemi ve
osteoporoz gibi sistemik belirtilere katkida bulunur. IL-6,gp130
reseptdr kompleksi tGizerinden sinyal iletir ve JAK/STAT3 (Janus
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kinaz/sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatéri 3) yolunu
aktive ederek Th17 farklilagsmasini, B hiicresi aktivasyonunu
ve akut faz protein sentezini tesvik eder.'? IL-6 ayni zamanda
anjiyogenez ve sinovyal pannus olusumunu da artirir.'3!

inflamasyonla iliskili bir diger molekiil ise doku yeniden
sekillenmesi ve badisiklik yanitinda rol oynayan bir
glikoprotein olan kitinaz-3-benzeri protein 1'dir (YKL-40). YKL-
40 diizeylerinin yuksek olmasi, cesitli inflamatuvar durumlarla
iliskilendirilmis olup, inflamasyonun degerlendirilmesinde
faydali bir biyobelirtectir™ Onceki calismalarimizda farkl
patolojilerde YKL-40 diizeylerinde %50'nin Uzerinde bir
artis saptanmis; klinik olarak aktif RA hastalarinda ise bu
glikoprotein %95 oraninda yiiksek bulunmustur.!’

Calisma hipotezimiz, mitokondriyal disfonksiyon, interlokinler
ve lizozomlailigkili membran proteinleri arasindaki etkilesimin,
oksidatif stres ve inflamasyonun kendini surdiren bir
dongusini olusturdugudur. Bu dongd, sinovitisin kaliciidgina
ve eklem hasarinin ilerlemesine katki saglamaktadir. Bu
mekanizmalarin aydinlatiimasi, yalnizca RA patogenezine
dair anlayisimizi gelistirmekle kalmayacak, ayni zamanda
mitokondriyal bitlinliik ve inflamatuvar sinyal yollarini hedef
alan yeni tedavi yaklasimlarina da kapi aralayabilecektir.
Bu nedenle, RA hastalarinda mitokondriyal fonksiyon,
autofaji ve inflamasyonla iliskili molekdilleri incelemeyi ve bu
parametrelerin en yaygin tedavi yontemlerinden biri olan
metotreksat (MTX) tedavisi sonrasindaki dinamiklerini takip
etmeyi amacladik.

Bu temel patojenetik siireglerin belirleyici biyobelirtecleri
ile tedavi etkileri arasindaki korelasyonlara dair yeni veriler
sunmaktayiz.

YONTEMLER
Hastalar

Calismaya, Amerikan Romatoloji Koleji (ACR) ve Avrupa
Romatizma ile Miicadele Birligi (EULAR) tarafindan 2010
yllinda belirlenen kriterlere gére tani almis, daha o©nce
tedavi edilmemis 10 RA hastasi dahil edilmistir. Hastalara alti
ay slireyle optimal onaylanmis giinlik dozlarda (ortalama
15 mg/hafta oral yolla) MTX tedavisi uygulanmistir. Tedavi
baslangicinda ve takip déneminin sonunda romatoid faktor
(RF), anti-siklik sitriiline peptit (anti-CCP) antikorlari ve eritrosit
sedimentasyon hizi (ESH) ile C-reaktif protein (CRP) gibi
akut faz reaktanlarini iceren konvansiyonel biyokimyasal ve
immiunolojik belirtecler dlctilmistir. Tedavi 6ncesi ve sonrasi
vendz kan drnekleri toplanmistir. Calisma, Universite Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Protokol No: 4/08.06.2022).
Tuim katiimcilardan Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak
bilgilendirilmis onam alinmistir.
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Tdm hastalarda RA aktivitesi, 28 eklemi degerlendiren Hastalik
Aktivite Skoru 28 (DAS28) kullanilarak 6l¢tilmastir. Bu skor,
hassas ve sis eklem sayisi, hastanin hastalik aktivitesine
iliskin genel degerlendirmesi ve ESH veya CRP diizeylerine
dayanmaktadir. Hastalik aktivitesinin siniflandiriimasinda esik
degerler sunlardir: remisyon <2,6; disuk aktivite <3,2; orta
aktivite <5,1; yuksek aktivite >5,1.1'¢

Plazma ve Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PBMC)
izolasyonu

Her hastadan, standart venipunktur prosedirlerine uygun
olarak etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren tiiplere
vendz kan alinmistir. Ornekler 10 dakika siireyle 1800 rpm’'de
santriflj edilmistir. Plazma toplanmis, alikotlanmis ve analiz
edilene kadar -80°C'de saklanmistir. Buffy coat tabakasi, 2 mL
fosfat tamponlu salin (PBS) (pH=7,4) ile kanstiriimis ve 1:1
oraninda Histopaque (Sigma-Aldrich, d=1,077 g/mL) {izerine
tabakalanarak 1800 rpm'de 30 dakika yodunluk gradyan
santrifigasyonuna tabi tutulmustur. PBMC tabakasi aspire
edilmis, 10 mL PBS ile iki kez yikanmis ve 1800 rpm'de 10
dakika daha santrifiij edilmistir. PBMC'ler, %10 fetal bovin
serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-
1640 besiyeri (Gibco CAT#P04-18000) ile kdilttre alinmistir.
Hucreler, 24 gozlU plakalarda bir gece sureyle 37°C'de %5 CO,
ve ylksek nemli ortamda inkibe edilmistir. Hiicre canhhg
ve sayimi, "LUNA" otomatik sitometresi (Logos Biosystems,
Anyang, Kore) kullanilarak degerlendirilmistir. Metabolik
testler icin hiicreler, RPMI-1640 ortami kullanilarak 8 gozli
Seahorse mikrotablalarina kuyu basina 2x 10’ hiicre olacak
sekilde ayarlanmistir. Canlilik ve hiicre sayisi, metabolik analiz
oncesinde hemen dogrulanmistir.

Ultrason Muayenesi

El  bilekleri, eller ve ©6n ayaklarin ultrasonografik
degerlendirmesi, eklem ve tendon incelemeleri icin ML6-
15-D Matrix Array lineer prob kullanilan GE Logic E9 cihazi ile
yapilmistir. iki boyutlu ultrason (US) (B-modu/gri tonlamal
US) ve power Doppler US uygulanmistir. Gri tonlamal
ultrason (GSUS) frekansi, incelenen ekleme gore 11-15 MHz
arasinda ayarlanmis; GSUS kazanci ise eklem bolgesi ve hasta
ozelliklerine gore ayarlanmis, ortalama deger %50 olarak
belirlenmistir. Power Doppler ultrason (PDUS) icin asagidaki
ayarlar kullanilmistir: 8,3 MHz frekans, 600-800 Hz darbe
tekrarlama frekansi, eklem bolgeleri ve hasta 6zelliklerine gore
ayarlanmis yaklasik %50 PDUS kazanci ve distk duvar filtresi.
Backhaus ve ark.'”? gelistirdigi 7 eklemli ultrason (GUS7)
skorlama sistemi uygulanmistir.

Klinik olarak baskin el ya da ayakta, sislik veya hassasiyet
acisindan en fazla etkilenen yedi eklem, GUS7 sistemine
gore GSUS ve PDUS ile degerlendirilmistir: el bilegi, ikinci ve
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Uglincli metakarpofalangeal (MCP) eklemler, ikinci ve Gg¢lnci
proksimal interfalangeal (PIP) eklemler ile ikinci ve besinci
metatarsofalangeal (MTP) eklemler. Sinovit ve tenosinovit
varligi, Romatolojide Sonug Olciitleri (OMERACT) standart
protokolleri ve tamimlarina gore degerlendirilmistir.'®
Skorlama araliklari su sekildedir: GSUS sinovit icin 0-27, GSUS
tenosinovit/paratenonit icin 0-7, PDUS sinovit icin 0-39 ve
PDUS tenosinovit/paratenoniticin 0-21. GUS7 skoru, GSUS'taki
sinovit ve tenosinovit/paratenonit skorlari ile PDUStaki sinovit
ve tenosinovit skorlarinin toplami olarak hesaplanmistir.
DAS28 hastalik aktivitesi icin referans degerler su sekildedir:
remisyon <2,6; diisiik hastalik aktivitesi >2,6-3,2; orta hastalik
aktivitesi >3,1-5,1; yliksek hastalik aktivitesi >5,1.

YKL-40, IL-1B, IL-6 ve LAMP’lerin Plazma Diizeylerinin
ELISA ile Belirlenmesi

Tum hastalarda YKL-40 (Quidel, KAT#8020), IL-1B (Rand D,
KAT#DLB50), IL-6 (Elabscience, KAT#E-EL-H6156) ve LAMP’lerin
(SunRed, KAT#DZE201124185/6D) plazma duzeyleri ELISA
(Enzim Baglantih immiinosorbent Analiz) yontemi ile
Olcllmustir. Analizler, Gretici firmanin talimatlarina uygun
olarak cift 6rnekli (duplicate) sekilde gerceklestirilmistir. Analiz
ici varyasyon katsayisi (CV) %10, analizler arasi varyasyon
katsayisi ise <%12 olarak belirlenmistir. Testler, sandvig¢ bazli
ELISA yontemi kullanilarak yapilmis ve optik yogunluk 450 nm
dalga boyunda Tecan Sunrise ELISA okuyucusu ile 6l¢ilmustar.

Mitokondriyal Fonksiyonun Mito Stress Test ile
Degerlendirilmesi

Mito Stress Test, canli hiicrelerde mitokondriyal solunumun
gercek zamanl gostergesi olan oksijen tiiketim hizini (OCR)
olcmektedir. Biyoenerjetik profil bes temel parametre ile
tanimlanmistir:  adenozin trifosfat (ATP) (retimi, proton
sizintisi, maksimal solunum kapasitesi (MRC), yedek solunum
kapasitesi (SRC) ve mitokondriyal olmayan oksijen tliketimi
(NMOCQ). Mikrotabaka plakalar cift distile su ile nemlendirilmis
ve PBMC'ler venipunkturdan bir glin sonra kiltiire edilmistir.
Ertesi gun, hicre canliigi ve sayisi degerlendirildikten
sonra hiicreler, Seahorse XFp Bazal Ortami, pH 7,4 (Agilent
KAT#103576-100) kullanilarak 2 x 10° hiicre/mL yogunlugunda
nemlendirilmis tabakalara ekilmistir. Analiz 6ncesinde,
PBMC'lerin kuyucuklarda esit dagildigini dogrulamak amaciyla
ters mikroskop ile gorsel inceleme yapilmistir. PBMC'ler,
ayni deney protokoliine siki bicimde bagl kalinarak, ardisik
calismalarda Ui¢lt ornekler (triplicate) halinde analiz edilmistir.
Tum PBMC'ler ayni sekilde izole edilmis ve islenmistir. Hiicreler
izolasyonun hemen ardindan sayilmis, ardindan dogrudan
biyoenerjetik ol¢imler yapilmistir. Her biyoenerjetik deney
Ucli olarak gerceklestirilmistir. Hasta verileri, hem tedavi
oncesi hem de sonrasi olmak tizere Ugli 6rneklemle istatistiksel
olarak analiz edilmistir.
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Mitokondriyal solunum, inhibitorlerin uygulanmasini takiben
gercek zamanl olarak incelenmistir. Mitokondriyal ATP
Uretimini degerlendirmek icin bazal OCR degeri oligomisin
ile  Olclilmustir. Hucrelerin  karbonil siyanid-p-trifloro-
metoksifenilhidrazon (FCCP) ile muamelesinden sonra,
maksimum mitokondriyal solunum ve yedek solunum
kapasitesi belirlenmistir. Son olarak rotenon ve antimycin
A eklenerek mitokondriyal olmayan oksijen tiiketim hizlari
degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Veriler, Prism yazilimi stiriim 10 kullanilarak istatistiksel olarak
islenmistir. Grup ortalamalarini belirlemek icin tanimlayici
istatistikler uygulanmistir.  Veri  dagiliminin  normalligi
degerlendirilmis ve tim degiskenlerin normal dagihm
gosterdigi saptanmistir. Bu durum, her iki grup icin istatistiksel
anlamliigin belirlenmesinde eslestirilmis t-testi kullanimini
gecerli kilmistir. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Metabolik test verileri, Wave yazilimi kullanilarak
analiz edilmistir.

Yazilim

Klinik ve laboratuvar verileri, Prism yazilimi sirim 10 ile
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Metabolik test verileri ise
Wave yazihmi kullanilarak islenmistir.

BULGULAR

Tedavi Oncesi ve sonrasi klinik ve laboratuvar parametreleri
degerlendirerek 10 RA hastasinda hastalik aktivitesini
inceledik. RA hastalarinda hastalik aktivitesini degerlendirmek
amaciyla kullanilan laboratuvar degerleri (CRP, RF, ESH ve

Tablo 1. MTX ile tedavi 6ncesi ve sonrasi RA hastalarinda
klinik laboratuvar parametreleri ve ultrason skorlari

Parametreler Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi

(Ort.+SS) (Ort.+SS)
CRP (mg/l), <5 51.62+12.9 32.7+4.9
RF (IU/ml), < 10 36.06+8.2 10.17+3.35
ESR (mm/h), < 15 129.4+25.77 87.18+£29.09
Anti-CCP-Ab (IU/ml), < 17 739.9+157 471.84430.2
DAS28, remission < 2.6 5.63%£0.16 3.59+0.23
GUS7 score, (0-108) 26.06+1.65 11.29+1.08

Veriler, GraphPad Prism 10 kullanilarak ortalama + standart sapma
seklinde sunulmustur. CRP: C-reaktif protein, RF: Romatoid faktor,
ESH: Eritrosit sedimantasyon hizi, Anti-CCP-Ab: Anti-siklik sitriiline
peptit antikoru, DAS28: Hastalik aktivite skoru, GUS7: Ultrason
skoru.
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anti-CCP) ile ultrason skorlarini (DAS28, GUS7) iceren veriler
Tablo 1'de sunulmustur. incelenen tiim parametrelerde tedavi
sonrasl iyilesme gozlenmistir.

Mitokondriyal fonksiyonun degerlendiriimesinde metabolik
Mito Stress Test kullanilmistir. Analiz sonucunda tedavi
sonrasinda iki ana parametrede azalma saptanmistir (Sekil 1A-
B): bazal solunum (p=0,018) ve ATP Uretimi (p=0,03). Veriler
ortalamazxstandart sapma (SS) seklinde sunulmustur.

Her iki grupta inflamasyonu degerlendirmek amaciyla tedavi
oncesi ve sonrasi IL-1B, IL-6 ve YKL-40 sitokinlerinin plazma
dizeyleri 6l¢iilmustar. YKL-40 dizeylerinde anlamli bir dusus
saptanmistir (p=0,0078) (Sekil 2); bununla birlikte alti aylik
tedavi sonrasi standart inflamatuvar belirtecler olan CRP ve
ESH dizeylerinde de azalma goézlenmistir. Her iki interlokin
diizeyindeki diisiis belirgin olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlaml bulunmamistir.

LAMP molekiillerinin plazmadiizeylerinin degerlendirilmesinde,
tedavi sonrasi LAMP1 diizeylerinde anlamli azalma gézlenmistir
(p=0,03) (Sekil 3). LAMP2 dlizeylerinde artis tespit edilmis olsa
da bu artis istatistiksel olarak anlamh degildir.

RA'daki hiicresel mekanizmalar ve klinik sonuglar arasindaki
etkilesimi daha iyi acgiklayabilmek amaciyla, MTX tedavisi
oncesi ve sonrasi klinik skorlar, inflamatuvar sitokinler,
autofajiyle iliskili proteinler ve mitokondriyal fonksiyonlar
arasindaki korelasyonlar analiz edilmistir (Sekil 4). Tedavi
oncesinde anlamli iligkiler su sekilde saptanmistir: LAMP1
ile bazal solunum (p=0,022, r=0,928); LAMP2 ile ATP Uretimi
(p=0,033, r=-0,886); DAS28 ile proton sizintisi (p=0,017,
r=0,941); YKL-40 ile IL-6 (p=0,035, r=0,759) (Sekil 4A).
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Sekil 1. MTX tedavisi 6ncesi ve sonrasi RA hastalarinin
PMBC’lerinde bazal solunum (a) ve ATP (b).
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Sekil 2. MTX tedavisi ncesi ve sonrasi RA hastalarinin Sekil 3. MTX tedavisi 6ncesi ve sonrasi RA hastalarinin
plazma YKL-40 diizeyleri. Ortalama+SD olarak sunulmustur. LAMP1 plazma diizeyleri. Ortalama=SD olarak sunulmustur.
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Sekil 4. (a) Tedavi Oncesi laboratuvar inflamasyon gostergeleri, mitokondriyal fonksiyon ve ultrasonografik bulgular
arasindaki iliskileri yansitan korelasyon matrisi. Sayisal degerler korelasyon r katsayisini yansitmaktadir. (b) MTX tedavisi
sonrasi laboratuvar inflamasyon gdstergeleri, mitokondriyal fonksiyon ve ultrasonografik bulgular arasindaki iligkileri
yansitan korelasyon matrisi. Sayisal degerler korelasyon r katsayisini yansitmaktadir.

Tedavi sonrasinda ise LAMP1 ile yedek solunum kapasitesi TARTISMA

(p=0,003, r=0,919) ve GUS7 ile LAMP2 (p=0,027, r=0,692) Bu pilot calisma, romatoid artrit (RA) patogenezinde
arasinda gicli korelasyonlar bulunmustur (Sekil 4B). mitokondriyal disfonksiyon, inflamatuvar sitokinler ve
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autofajinin belirleyici rolinii pekistirmekte ve MTX'in bu
strecler Uzerindeki faydali dizenleyici etkilerini ortaya
koymaktadir. Alti aylik MTX tedavisi sonrasi, DAS28 ve GUS7
skorlarindaki dususlerle birlikte CRP, ESH, RF ve anti-CCP
gibi baslica inflamasyon belirteclerinde 6nemli bir azalma
gozlenerek belirgin bir klinik iyilesme saptanmistir.

Galismamizin dikkat ¢ekici bulgularindan biri, MTX tedavisi
sonrasi bazal oksijen tiiketiminde (p=0,018) ve ATP iiretiminde
(p=0,03) anlamh azalma olmasidir. Bu durum, genel
mitokondriyal verimliligin arttigini veya RA patolojisinde
stk gorilen mitokondriyal biyoenerjinin  kronik asin
aktivasyonunun azaldigini yansitabilir. Bu gézlemler, Biniecka
ve arkP! sinovyal hiicrelerde oksidatif fosforilasyondan
glikolize kayma oldugunu ve bunun mitokondriyal reaktif
oksijen turlerinde (mtROS) artisa yol actigini bildirdigi
calismalarla uyumludur. Ayrica, Zhou ve ark.,” mtROS'un
gliclii NLRP3 (NOD-benzeri reseptor ailesi pyrin domain
iceren 3) inflamozom aktivatorleri oldugunu ve RA'da kalici
inflamasyona katkida bulundugunu goéstermistir. Dolayisiyla,
hastalarimizda gozlenen mitokondriyal solunumun normale
dénmesi, oksidatif stres ve inflamasyonun kendini slrdiren
dongusunin kirllmasini isaret ediyor olabilir.

Verilerimiz ayrica, tedavi sonrasi LAMP1 plazma diizeylerinde
anlamli azalma (p=0,03), LAMP2 diizeylerinde ise istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir artis gdstermistir. LAMP1 ve LAMP2,
otofagozomlarin lizozomlarla kaynasmasi ve hasar gormis
organellerin, 6zellikle de bozulmus mitokondrilerin, yikimiigin
gereklidir. RA hastalarinin sinovyumunda LAMP1 ve LAMP2
diizeylerinde degisiklikler bildirilmis olup, bu proteinlerin
patolojik autofajiyi kolaylastirdidi, sinoviyositlerin apoptoza
direncini artirdigi ve inflamasyonu strdirdligu gosterilmistir.
09 Calismamizda tedavi sonrasi LAMP1 diizeylerindeki diisis,
autofajik akisin normallesmesine ve hasarli mitokondrilerin
yikim oraninin azalmasina isaret edebilir ve bu da endojen
tehlike sinyallerinin kaynagini azaltabilir.

Bu bulgular, Kato ve ark.?? LAMP proteinlerinin lizozomal
bltlnligu koruma ve antijen sunumunu modiile etmedeki
ikili rolinU vurgulayan gozlemleriyle ortiismektedir. Ayrica,
Kany ve ark.?" tarif ettigi Uzere, inflamatuvar kosullarda
LAMP’lerin hiicre yiizeyindeki ekspresyonundaki degisiklikler
bagisiklik hiicresi aktivasyonunu ve sitokin Gretimini artirabilir.
Bulgularimiz, MTX tedavisinin lizozomal dengeyi kismen geri
kazandirabilecegini ve RA'daki autofajiye bagl inflamasyonu
azaltabilecegini disiindiirmektedir.

MTX tedavisi sonrasi YKL-40 diizeylerinde anlamli azalma
(p=0,0078) ve IL-1B ile IL-6 plazma dizeylerindeki diss,
tedavinin molekiler diizeydeki antiinflamatuvar etkilerini
vurgulamaktadir. IL-13 ve IL-6, RA patogenezinde merkezi rol
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oynayan, sinovyal inflamasyonu, kikirdak yikimini ve sistemik
belirtileri tesvik eden baslica sitokinlerdir."! Bu sitokinlerdeki
azalma, muhtemelen bagisiklik hiicre aktivitesinde azalmayi
ve tedavi sonrasi iyilesen sinovyal mikrocevreyi yansitmaktadir.

Doku yeniden sekillenmesi ve kronik inflamasyonla iliskili bir
glikoprotein olan YKL-40, RA hastaliginda hastalik aktivitesinin
bir biyobelirteci olarak 6ne surilmustur. Tedavi sonrasi hasta
grubumuzda bu belirtecte gozlenen disus, YKL-40 ile RA'daki
inflamatuvar yuk arasindaki iliskiyi ortaya koyan onceki
calismalarla uyumludur.?? Ayrica IL-6'nin Th17 farkhlagmasini
tesvik eden ve JAK/STAT3 yolu lizerinden kronik inflamasyonu
surdlren roli g6z 6nline alindiginda, tedavi sonrasi gézlenen
bu disus, badisiklik dengesi agisindan daha genis anlamlar
tastyabilir.?®

Onemli olarak, calismamizda LAMP1 ile bazal solunum
(p=0,022) ve LAMP2 ile ATP Uretimi (p=0,033) arasinda anlamli
iliskiler g6zlenmistir. Bu durum, lizozomal-autofajik aktivite ile
mitokondriyal biyoenerjetik slrecler arasinda dogrudan bir
baglanti oldugunu diusiindirmektedir. Bu bulgular, 6zellikle
inflamatuvar stres altinda, autofajinin mitokondriyal déngii ve
fonksiyonu diizenledigini 6ne slren Ryter ve ark.?* hipotezini
desteklemektedir. Ayrica DAS28 skorlarinin proton sizintisi ile
korelasyon gostermesi (p=0,017), mitokondriyal membran
batinluginin klinik hastalik aktivitesiyle iliskili olabilecegini
ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, YKL-40 ile IL-6 diizeyleri
arasinda anlamli korelasyon (p=0,035) saptanmis olup, bu da
bu iki belirtecin birlikte diizenlenen inflamatuvar isaretleyiciler
oldugunu ve RA patolojisindeki rollerini desteklemektedir.!'?

MTX tedavisinden sonra LAMP1 ile yedek solunum kapasitesi
(p=0,003, r=0,919) arasinda gugli korelasyon saptanmis,
bu durum mitokondriyal rezerv kapasitesindeki iyilesmenin
lizozomal fonksiyonun normallesmesi ile iliskili olabilecegini
gOstermistir.Ekolarak, GUS7 skoruile LAMP2 (p=0,036,r=0,677)
ve ESH ile IL-6 (p=0,05, r=0,640) arasindaki korelasyonlar, klinik
inflamasyon ile molekiler bagisiklik aktivitesi arasindaki siki
iliskiyi yansitmaktadhr.

Bu korelasyonlar, dl¢tilen biyobelirteclerin biyolojik anlamliligini
dogrulamakta ve MTXin RA aktivitesini mitokondriyal
diizenleme, autofaji ve sitokin sinyallemesi iceren birbirine bagli
yollar aracihigiyla modiile ettigi kavramini desteklemektedir.

Mitokondriyal disfonksiyon, artmis proinflamatuvar proteinler
ve dlizensiz autofaji arasindaki etkilesim, RAda inflamasyon
ve doku hasarinin kendini sirdiren bir dongusiini
olusturmaktadir. Calismamiz, bu karmasik silireclerin RA
baglamindaki daha iyi anlasilmasina katki saglamaktadir.

Bu calismanin baghca sinirliigy, orneklem sayisinin kiguk
olmasidir (n=10); bu durum istatistiksel glicii azaltmakta
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ve hem yanlis pozitif (Tip ) hem de yanhs negatif (Tip II)
sonug riskini artirmaktadir. Bununla birlikte, bu arastirma
bir pilot calisma olarak tasarlanmis ve MTX ile tedavi edilen
RA hastalarinda mitokondriyal disfonksiyon, autofaji ve
inflamasyonla iliskili potansiyel biyobelirtecleri ve egilimleri
tanimlamayi amaglamistir. Bu nedenle, elde edilen bulgular 6n
bulgu ve hipotez olusturma diizeyinde degerlendirilmelidir;
daha buyik ve temsili kohortlarla yapilacak ileri calismalarda
dogrulanmalarn gerekmektedir. Ayrica, bir kontrol grubunun
(tedavi edilmemis RA hastalari ya da saglkh bireyler)
bulunmamasi, goézlenen degisimlerin yalnizca MTX tedavisine
mi yoksa hastaligin dogal seyriyle mi ilgili oldugunu
belirlemeyi zorlastirmaktadir. Ancak, klinik degerlendirme,
molekiler belirtecler ve mitokondriyal fonksiyonu birlestiren
yaklasim, RAdaki patogenez sireclerine bituncil bir bakis
sunmaktadir. Daha genis hasta gruplar ve uzun sureli takip
iceren gelecekteki calismalar, tedavi yaklagimlarinin daha iyi
siniflandiriimasi ve kisisellestirilmesini saglayacaktir.

SONUC

Sonu¢ olarak, bu calismada MTX tedavisi sonrasinda RA
hastalarinda mitokondriyal fonksiyon parametreleri ile autofaji
ve inflamasyonla iliskili proteinler arasindaki korelasyonlara
dair yeni veriler sunulmustur. Bu pilot bulgular, hastalk
siddetinin izlenmesi ve tedavi yanitinin degerlendirilmesine
yonelik gelecekteki klinik uygulamalara zemin hazirlayabilir.
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