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OZET

Amag: Calismada romatoid artrit ve ankilozan spondilitli hastalarin serum ve eritrosit
membrani total sialik asit diizeylerinin Olgiilmesi, total sialik asit diizeyleri ile hastalik
aktivite skoru ve diger enflamasyon degiskenleri arasindaki iliskinin incelenmesi amaglandi.
Gere¢ ve Yontem: 24 romatoid artrit, 19 ankilozan spondilit hastasi ile 24 saglikli
kontrolde serum total sialik asit ve eritrosit membrani sialik asit diizeyleri olgiilerek serum
C-reaktif protein, anticyclic citrullinated peptid, romatoid faktor, alkalen fosfataz, eritrosit
sedimentasyon hiz1 ve hastalik aktivitesi ile karsilagtirild.

Bulgular: Her iki hasta grubunun da serum total sialik asit ve diger enflamasyon belirtecleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksekti (p <0.05). Romatoid artrit grubunda total
sialik asit diizeyleri, ankilozan spondilitlilerden yiiksekti (p <0.05). Eritrosit membran sialik
asit diizeyleri gruplar arasinda fark gostermedi. Serum total sialik asit ile serum C-reaktif
protein arasinda romatoid artrit ve ankilozan spondilitlilerde ( r=0.411, r=0.825), total
sialik asit ile eritrosit sedimentasyon hizi arasinda ise ankilozan spondilit grubunda anlaml
korelasyon saptandi (r=0.515). Ankilozan spondilitlilerde eritrosit membrani sialik asit ile
serum C-reaktif protein arasindaki negatif korelasyon anlamliyd1 (r =-0.570).

Sonug: Total sialik asit, bir enflamasyon belirteci olarak yararlidir; ayni1 zamanda romatoid
artrit ve ankilozan spondilit arasinda tanisal ayrimda kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: ankilozan spondilit, romatoid artrit, sialik asit.

Cikar Catismasi: Yoktur.

ABSTRACT

Objectives: Aim of this study was to investigate serum and erythrocyte membrane total sialic
acid levels in patients with rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis and demonstrate
any correlation between total sialic acid and disease activity score and other inflammation
variables.

Material and methods: Serum total sialic acid and erythrocyte membrane sialic acid levels
were measured in 24 rheumatoid arthritis, 19 ankylosing spondylitis patients and 24 healthy
controls as well as serum C-reactive protein, anticyclic citrullinated peptide, rheumatoid
factor, alkaline phophatase and erythrocyte sedimentation rate and compared with activity
of the diseases.

Results: Serum total sialic acid levels of patient groups were statistically higher than control
group (p<0.05). Serum total sialic acid levels in rheumatoid arthritis were significantly
higher than the ankylosing spondylitis patients (p<0.05). There was no significant difference
between the groups for erythrocyte membrane sialic acid. Significant correlation was
found between serum total sialic acid and serum C-reactive protein in both groups (r=0.411,
r=0.825); correlation between serum total sialic acid and erythrocyte sedimentation rate was
found only in ankylosing spondylitis group (r=0.515). There was a significantly negative
correlation between erythrocyte membrane sialic acid and serum C-reactive protein in
ankylosing spondylitis group (r =-0.570).

Conclusion: Serum total sialic acid is a useful diagnostic tool as an inflammatory parameter
and can be used in the differential diagnosis of theumatoid arthritis and ankylosing spondylitis.
Key Words: ankylosing spondylitis, rheumatoid arthritis, sialic acid
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Giris

Romatoid artrit (RA); 30-50 yaslar arasinda goriilen,
kronik, sistemik, enflamatuvar ve otoimmiin bozukluk-
lar sonucunda ortaya ¢ikan kii¢iik ve biiyiik eklemlerin
simetrik poliartriti ile karakterize bir hastaliktir (1). En
yaygin enflamatuvar artrit olup her 100 000 kisiden 25
erkek, 54 kadinin etkilendigi tahmin edilmektedir. Ge-
netik, hastaligin ciddiyetinde 6nemli rol oynamakta-
dir ve baskin risk faktorii olarak sinif II MHC haploti-
pi gosterilmektedir. Tetikleyici olay infeksiydz veya oto-
immiin kaynakli eklem enflamasyonudur. Hastalik sii-
recinde birden fazla immiin hiicre tipi ve bunlarin sito-
kinleri, proteinazlari ile biiyiime faktorleri arasindaki
kompleks etkilesimlerden dolay1 eklem hasar1 ve siste-
mik komplikasyonlar gelisir (2).

Ankilozan spondilit (AS), popiilasyonun %0.5’ini etkile-
yen, esas olarak omurgay1 ve sakroiliak eklemleri tutan,
sirt agrilari ile karakterize kronik inflamatuvar bir has-
taliktir (3-5). RA ve AS i¢in 6nemli laboratuvar belirteg-
leri eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), serum C-reaktif
protein (CRP) gibi akut faz reaktanlar1 ve immiinglobu-
linlerdir. Ancak bu belirteglerin 6zgiilliikleri diisiiktiir
ve hastalik aktivitesi ile iyi korelasyon gostermedikle-
ri bildirilmistir (1).

Sailik asitler néraminik asidin asetilenmis tiirevleridir-
ler. Sialik asit (N-asetil ndraminik asit, SA), negatif yiik-
lii kompleks bir karbonhidrattir. Hiicre yiizeyinin kom-
ponentleri olan glikoproteinler ve glikolipidlerin termi-
nal sakkaritidir (6-9). Enflamasyon siiresince total sialik
asit (TSA) artisinin, SA igeren akut faz glikoproteinle-
rinin (o-1-asitglikoprotein, a-2-makroglobulin, haptog-
lobin gibi) artisindan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir
(6,10). Ayrica enflamasyonun erken doneminde protein
sializasyonu da artmaktadir (11). Bu nedenlerden dola-
y1, serum SA diizeyi, akut faz cevabinin belirteglerin-
den biri olarak kullanilabilir. SA’lar hiicre membranla-
rina sagladiklar1 negatif yiik dolayis1 ile agregasyonun
engellenmesi ve membran biitiinliigiiniin korunmasinda
onemlidir. Eritrosit membranlarinda SA’nin biiylik ¢o-
gunlugu glikoforinlere bagli olarak bulunmaktadir (7).
Eritrositler dolagim sayesinde hemen hemen tiim do-
kularla temasta olan hiicrelerdir. Dolayisiyla, eritrosit
membranlar1 dokulardaki degisiklikleri yansitabilir (12).
Biz bu ¢alismada RA’l1 ve AS’li hastalarin serum ve
eritrosit membranlarinin TSA diizeylerini 6lgmeyi, bu
hastaliklarda TSA diizeyleri ile Disease Activity Score
(DAS28) ve Bath Ankylosing Spondylitis Disease Acti-
vity Index (BASDAI) skorlari, diger enflamasyon degis-
kenleri, 6zellikte RA’da “objektif aktivite kriteri” ola-
rak kabul edilen ESR ve CRP arasindaki iligkiyi incele-
meyi amagcladik. Ote yandan, literatiirde TSA &lgiimleri
genellikle tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonuna daya-
nan kolorimetrik yontemle yapilmistir (13). Calismada
bunun yani sira, TBA iiriinii florofor 6zellikte oldugun-
dan, spektroflorometrik olarak da TSA diizeyi 6lglim-
leri yapmay1 ve bu yontemin performans ozelliklerini
arastirmay1 planladik.
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Gerec ve Yontemler

Hasta ve Kontrol Gruplart

Calisma, S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya Boliimii tarafindan II. Fizik Tedavi ve Reha-
bilitasyon Klinigi’nin katkilariyla gerceklestirildi. Ca-
ligma protokolu hastane Egitim, Planlama ve Koordi-
nasyon Kurulu tarafindan onaylandi. Tiim hastalara ¢a-
lisma hakkinda bildirim yapild1 ve s6zlii olarak onaylari
alindi. Hipertansiyon (HT), diabetes mellitus (DM), ti-
roid, kronik karaciger ve bobrek hastaligi, RA ve AS di-
sinda kronik enflamatuvar hastalig1, bilinen bagka bir
hastalig1 (kanser, ateroskleroz vb.) olanlar ile kronik al-
kol kullanan hastalar ¢alismaya alinmadi. Kontrol gru-
bu, HT, DM, tiroid, kronik karaciger ve bobrek hastaligi
veya bagka bilinen bir hastalig1 olmayan, saglikli goniil-
lillerden olusturuldu.

RA tanisi igin 1987 American College of Rheumatology
(ACR) kriterleri (14), AS tanisi i¢in ise Modifiye New-
york kriterleri (15) kullanildi. RA hastalari; hassas ek-
lem sayisi, sis eklem sayisi, sedimentasyon ve gorsel
analog skalaya (VAS) dayanarak hesaplanan DAS 28
degerlerine gore ii¢ alt gruba ayrildi: inaktif <3.2, Orta
derecede aktivite 3.2-5.1, Yiiksek aktivite >5.1. AS has-
talarinda klinik degerlendirme icin hastalik aktivite in-
deksi olarak BASDALI skoru kullanildi. Hasta ve Kont-
rol grubu demografik 6zellikleri Tablo 1’de verilmistir.

Ornek Almisi ve Hazirlanisi

Hasta ve kontrol grubundan kan 6rnekleri, vakumlu jelli
diiz biyokimya tiipleri ve EDTA-K iceren tam kan tiip-
lerine alind1 (Vacutainer, Becton Dickinson, USA). Al-
kalen fosfataz (ALP), romatoid faktdr (RF), CRP, anticy-
clic citrullinated peptide (anti-CCP) ve ESR testleri ayn1
glin ¢alisildi. TSA 6l¢limii icin ayrilan serum ornekleri
analiz zamanina kadar -80 °C’de saklandi. EDTA’l1 tiip-
lere alinan 6rneklerde eritrosit membran izolasyonu ve
eritrosit membraninda protein olglimleri ayn1 giin igeri-
sinde yapild1. izole edilen eritrosit membranlar1 analiz
gliniine kadar -80 °C’de saklandi.

Yontemler

Eritrosit paketinin hazirlanmasi ve membran izolas-
yonu: Eritrosit membrani izolasyonunda Hanahan and
Ekholm’iin (16) gelistirdigi yontem kismen modifiye
edilerek kullanildi (12).

Eritrosit membrani protein dl¢iimii: Eritrosit membra-
n1 protein dl¢iimii Olympus AU640 analizoriinde (Mis-
hima Olympus Co Ltd., Olympus Corporation, Japan)
benzalkonyum kloriir yontemi (17) kullanilarak yapil-
d1. Protein dlgliimii i¢in diisiik ve yiiksek diizeyde (66.2,
628.3 mg/L) giinler aras1 varyasyon katsayilar1 (%VK):
%4.5 ve %1.6 olarak hesaplandi.

Sialik asit él¢itm yontemi

TSA o6l¢iimii: TSA diizeyi, Denny ve ark.’nin (18) kul-
landiklar1 periodat / tiyobarbiturat yontemine gore veri-
len hidroliz isleminde hacimler 10’ar kat artirilarak ya-
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Tablo 1. Hasta ve Kontrol Grubu Demografik Ozellikleri

BASDAI ( X +s)

Demografik Ozellikler Romatoid Artrit Ankilozan Spondilit Kontrol
Yas (X +s) 43.9+14.07 37.2+9.4 43.12+9.76
Hastalik stiresi (yil) (X +s) 6.75+4.57 7.4224.69 -
Erkek (%) 1 (%4) 17 (%89) 15 (%62.5)
Kadin (%) 23 (%96) 2 (%11) 9 (%37.5)
Sigara kullananlar 4 (%16) 7 (%33) 3 (%12)
Aile Hikayesi (1.derece) (%) 6 (%25) 3 (%15) -
DAS 28 (X +5) 86«15 - -
DAS 28’e gore hastalik aktivitesi (%)
inaktif 10 (%41)
Orta diizeyde aktivite 9 (%37.5) i i
Yuksek aktivite 5 (%20.9)
- 3.71+2.44 -

AntiCCP (+) 10 (%41.6) - -
RF (+) 8 (%33) - _
NSAIi (%) 13 (%63.1) 12 (%63.1) -

Klorokin/Hidroksiklorokin (%)

10 (%41.6)

Sulfasalazin/Salisilazosulfapridin (%) 5 (%20.8) 13 (%68.4) -
Metotreksat (%) 8 (%33.3) 3 (%15.7) -

Kolsisin (%) - 2 (%10.5) -

Prednizolon (%) 4 (%16.6) - -

BA (%) - 3 (%15.7) -

X : Ortalama; s: Standart sapma; DAS28: Hastalik Aktivite Skoru; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; Anti-
CCP: Anticyclic citrullinated peptide; RF: Romatoid faktor; NSATI: Steroid dist antiinflamatuvar ilag; HMEI: Hastalik modifiye edici ilag;
BA: Biyolojik ajan. Anti-CCP ve RF pozitifligi sadece RA grubu i¢in kullanilmistir.

pildi (50 pL 6rnek + 950 uL H,SO,, total hacim 1 mL).
Calismada bu hidroliz tirtiniinden 25 kullanild:.
Eritrosit membram sialik asit (EMSA) ol¢iimii: Se-
rum dlgiimiinden farkli olarak H,SO, ile hidrolize edilen
ornek hacminden 25 puL yerine 100 pL kullanildi. Ay-
rica 0.0, 0.0781, 0.1562, 0.3125 ve 0.6250 mmol/L kon-
santrasyonlarinda N-Asetil néraminik asit (NANA) ice-
ren standartlar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Elde edilen SA degerleri eritrosit membran proteini de-
gerine oranlanarak verildi (ug SA/mg protein). Serum
TSA Olctimlerinde spektroflorometre (Hitachi F-2500,
Hitachi High Technologies Corp., Japan) slit araligi 10
nm, EMSA o6l¢iimlerinde analitik duyarlilig1 artirmak
icin 20 nm olarak segcildi. Okumalar 550 nm uyar1 (ekzi-
tasyon), 570 nm yayim (emisyon) dalgaboyunda yapildi.
Sialik asit yonteminin analitik 6zellikleri

Dogrusallik ¢aligmasi: Dogrusallik (lineerite) ¢alisma-
st i¢in, 10 mmol/L NANA iceren stok standart hazirlan-
di. Bu standarttan seri seyreltmeler yapilarak konsant-
rasyonu 10.0, 9.0, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.3, 2.0, 1.0 ve 0.5
mmol/L olan 6rnekler hazirlandi ve her bir érnek g¢ift
calisild.

Kesinlik ¢alismasi: Calisma i¢i ve giinler arast kesinlik
(presizyon) ¢aligmasi i¢in orta ve yiiksek diizeyde SA
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igeren iki ayr1 serum havuzu olusturuldu (2.50 ve 3.40
mmol/L). Calisma i¢i (n = 21) ve giinler arast (n = 25)
varyasyon katsayist hesaplandi.

Saptama sinirt ¢alismasi: 'Yontemin alt saptama sinirini
belirlemek i¢in 11 kez bos drnek (kor) ¢caligsmast yapildi.
Ortalama ve standart sapma hesaplandi. Ortalama dege-
re 3 standart sapma eklenerek elde edilen degere karsi-
lik gelen konsantrasyon saptama sinir1 olarak belirlendi.
Aynui seride 0.5 mmol/L konsantrasyonda NANA igeren
ornek hazirlandi. Bu 6rnekten seri seyreltmeler yapila-
rak ol¢iim yapildi.

Geri kazamim ¢alismasi: Geri kazanim calismast igin,
0.625 mmol/L konsantrasyonundaki ornege bilinen
miktarlarda standart eklendi ve cift ¢alisildi; elde edi-
len %geri kazanim degerlerinin ortalamasi alinarak %R
hesaplandi.

Calisilan diger degiskenler ve olciim yontemleri: Se-
rum CRP ve RF, Beckman Coulter Immage analizoriin-
de nefelometrik, serum ALP, Olympus AU2700 otoana-
lizoriinde kolorimetrik yontemle orijinal ayiraglar kulla-
nilarak o6l¢iildii. ESR, Alifax SPA cihazi ile 6l¢iildii. Se-
rum anti-CCP, Dynex Dsx cihazinda Anti-MCV ELISA
(Orgentec) yontemi ile 6l¢iildi. AntiCCP ve RF i¢in kul-
lanilan esik degerler sirasi ile 20 kU/L ve 20 IU/mL idi.
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Yontemlerin varyasyon katsayilar1t (%VK) anti-CCP
icin 22, 117, 527 kU/L degerlerinde sirasiyla %2.7, %2.3,
%1.9); CRP i¢in 3.5, 49.5, 66.9 mg/L diizeyinde %12.1,
%3, %4; RF i¢in 124, 299, 637 IU/L dizeyinde %2.8,
%2.9, %3.2; ALP icin 108 ve 467 U/L diizeyinde %4.5
ve %1.8; ESR i¢in 4.3 ve 63.5 mm/saat diizeyinde %!.1
ve %4.6 olarak belirlendi.

Istatistiksel Analiz: Tanimlayici istatistikler yapildi.
Hasta ve kontrol gruplar: arasindaki karsilastirmalar,
Kruskal-Wallis Testi ile yapildi. Anlamli fark bulunma-
st durumunda Mann—Whitney Testi testi uygulandi. RA
grubu, Anti-CCP ve RF pozitifligine gore altgruplara
ayrildi, pozitif ve negatif gruplar Mann—Whitney Testi
ile karsilastirildi. Grup karsilagtirmalarinda p <0.05 ise
gruplar arasindaki fark anlamli kabul edildi. Degisken-
ler arasindaki korelasyon Spearman korelasyon analizi
ile degerlendirildi. Bu islemler i¢in “SPSS for Windows
versiyon 15.00” ve “Analyse it” paket istatistik program-
lar1 kullanildi.

Sonuclar

RA, AS ve Kontrol Gruplarinda Olgiilen Degiskenler

RA, AS ve Kontrol gruplarinda 6lgiilen degiskenlerin
degerleri Tablo 2°de verilmektedir. Kruskal-Wallis Tes-
ti gruplar arasinda TSA, CRP, ESR ve ALP i¢in anlam-
1 fark oldugunu gosterdi (tim parametreler i¢in de p
<0.001). RA grubu Anti-CCP ve RF pozitifligine gére
altgruplara ayrildi. Bu altgruplarda elde edilen degerler
Tablo 3’de gosterilmistir. Tablo 2°de goriildiigii gibi, hem
RA, hem de AS grubunda TSA, CRP, ESR, Anti-CCP
ve ALP degerleri kontrol grubuna gore anlamli yiiksek-

lik gosterdi. EMSA degerleri gruplar arasinda fark gos-
termedi. RA grubunda TSA ve ESR degerleri AS grubu-
na gore istatistiksel olarak yiiksekti. RA grubu Anti-CCP
ve RF pozitifligine gore altgruplara ayrildiginda, alt-
gruplar icinde sadece ESR, RF pozitif altgrupta anlam-
11 yiikseklik gosterdi. Anti-CCP pozitifligi i¢in 20 kU/L,
RF pozitifligi icin 20 kU/L esik degerleri kullanildi.

Degiskenler Arasindaki Korelasyonlar

TSA, RA grubunda sadece CRP ile korelasyon goster-
di (r = 0.411; p = 0.045). EMSA, RA grubunda diger be-
lirteglerle korelasyon gostermedi. AS grubunda TSA
ile CRP arasinda giiclii korelasyon vardi (r = 0.825; p
<0.001). Bu grupta TSA ESR ve ALP ile orte diizey-
de anlamli korelasyon gosterdi (sirasiyla r = 0.515; p =
0.023 ve r = 0.554; p = 0.013). AS grubunda EMSA sa-
dece CRP ile negatif korelasyon gosterdi (r = -0.570; p
= 0.011). Hasta gruplarinda 6lgiilen belirteclerle hastalik
skorlar1 arasinda korelasyon saptanmadi. Kontrol gru-
bunda olgiilen parametreler arasinda korelasyon yok-
tu. Tiim gruplar birlestirildiginde (n = 67), TSA ile CRP,
ESR ve ALP arasinda korelasyon saptandi (sirastyla r =
0.650, p <0.001; r = 0.646, p <0.001; r = 0.389, p = 0.001).

Sialik Asit Yonteminin Performans Ozellikleri
Calismada kullanilan spektrofolorometrik yontem 10
mmol/L SA konsantrasyonuna kadar dogrusal okuma
yapabiliyordu. Saptama sinir1 0.0156 mmol/L olarak be-
lirlendi. Ortalama geri kazanim %R = %95.5 idi. Ca-
lisma i¢i %VK diisiik havuzda %3.6, yiiksek havuzda
%?2.4; giinler aras1 %VK diisiik havuzda %?7.7, yiiksek
havuzda %5.4 olarak bulundu.

Tablo 2. Degiskenlerin AS, RA ve Kontrol Gruplarinda Karsilastiriimasi.

. Kontrol Romatoid Artrit Ankilozan Spondilit
Belirte¢
(n=24) (n=24) (n=19)
TSA X +s 2.40+0.28 3.44 £ 0.49** 2.97 +0.63*
(mmol/L) M (IQR) 2.40 (0.41) 3.48 (0.38) 2.86 (1.05)
EMSA X +s 65.4 £8.77 624 +£72 61.3 £9.65
(ng/mg protein) M (IQR) 64.5 (11.04) 62.7 (8.37) 59.1 (14.6)
CRP X +s 3.30 £1.90 13.5+18* 13.9 + 13.6*
(mg/L) M (IQR) 2.70 (3.80) 8.15 (9.63) 10.6 (12.6)
ESR X +s 7.75 +£7.20 35.9 £26.1** 20.7 +18.8
(mm/saat) M (IQR) 5.0 (7.0) 31.0 (40.0) 16.0 (19.0)
AntiCCP X +s 7.52 £5.70 139 + 304" -
(kU/L) M (IQR) 5.45 (7.36) 18.7 (74.7)
ALP X +s 65.9 £14.7 90 +29.4* 99.4 + 34.1*
(U/L) M (IQR) 65 (17.8) 87.5 (38.0) 95.0 (31.0)
* [statistiksel olarak kontrol grubuna gére anlamli fark goriilmiistiir (p <0.05).
# Istatistiksel olarak AS grubuna gore anlamli fark goriilmiistiir (p <0.05).
Gruplar Kruskal - Wallis Testi ile karsilastirilmis, ikili grup karsilastirmalarinda Mann - Whitney Testi uygulanmistir.
AS grubunda anti-CCP 6l¢iimii yapilmamigtr.
X :Ortalama; s: Standart sapma; M: Ortanca (medyan); IQR: Ceyrekler arasi aralik (interquartile range).
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Tablo 3. Romatoid Artrit Grubunda Anti CCP Negatif ve Pozitif, RF Negatif ve Pozitif Hastalardaki Degiskenler

i AntiCCP(-) AntiCCP(+) RF(-) RF(+)
Belirte¢
(n=14) (n=10) (n=16) (n=8)
X +s 3.35+0.45 3.39+0.41 3.39+0.41 3.55+0.65
TSA -
(mmol/L) M 3.47 3.50 3.50 3.41
(IQR) (0.30) (0.27) (0.27) (1.13)
X +s 60.94+6.35 61.30+5.87 61.30+5.87 64.62+9.5
EMSA -
(Mg/mg protein) M 62.27 62.27 62.27 64.49
(IQR) (9.48) (7.76) (7.76) (16.94)
X +s 8.8+6.1 8.6+5.6 8.6+5.6 23.4+28.9
CRP
(mg/dL) M 8.1 7.6 7.6 13
(IQR) (7.7) (6.1) (6.1) (38.1)
X +s 32.14+20.30 28.25+18.55 28.25+18.55 51.12+34.65
ESR -
(mm/saat) M 31 22.5 22.5 50
(IQR) (36.75) 27) (27) (45.5)

Istatistiksel olarak RF (-) gruba gére anlamli fark gériilmiistiir (p <0.05).

Gruplar Mann — Whitney U Testi ile karsilagtirilmigtir.

X : Ortalama; s: Standart sapma; M: Medyan; IQR: Ceyrekler arasi aralik.

Tartisma

Calismada serum TSA konsantrasyonu hem RA, hem
de AS hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore
yiksek bulundu. Yiikseklik istatistiksel olarak anlam-
liydi. EMSA degerleri gruplar arasinda fark gosterme-
di. RA grubu anti-CCP ve RF pozitifligine gore altgrup-
lara ayrildiginda sadece ESR, RF pozitif grupta RF ne-
gatif gruba gore yiikseklik gosterdi. Spektroflorometrik
SA 6l¢iim yonteminin analitik 6zellikleri rutin ¢aligma-
lara uygundu.

Canli organizmada akut faz cevabinda plazma prote-
inlerinde biiyiik degisiklikler olur. Bazi plazma pro-
teinlerinin sentezi, dolayisiyla plazma konsantrasyo-
nu artar, bazilar1 degismeden kalir, bazilarininsa plaz-
ma konsantrasyonu diiser. Bu plazma proteinlerinin bii-
yik bolimii glikoprotein yapisindadir. Akut faz ceva-
b1 sirasinda plazma proteinlerinin seker bilesenleri de
kalitatif ve kantitatif degisikliklere ugrar. Chavan ve
ark. (11) yaptiklar1 ¢alismada, akut faz cevabinin er-
ken asamalarinda, plazma proteinlerinin NANA igeri-
ginde artis, fukoz igeriginde ise azalma gormiislerdir.
NANA icerigindeki bu degisikliin pozitif akut faz pro-
teini olan o -asitglikoprotein, akut faz proteini olma-
yan a,-makroglobin ve negatif akut faz proteini olarak
bilinen o,-inhibitér3 gibi plazma proteinlerindeki degi-
sikliklerden kaynaklandigini gostermislerdir. Bu ¢alis-
mada akut faz sirasinda NANA artisinin sadece pozitif
akut faz proteinlerinde degil, diger plazma proteinlerin-
de de oldugu belirtilmektedir. Tajiri ve ark. (19) 43 suba-
kut graniilomatdz tiroiditli hastay1 hem akut faz siiresin-
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ce, hem de sonrasinda takip etmislerdir. Akut faz siire-
since serum TSA seviyeleri (3.20 0.6 mmol/L), kontrol
grubuna (1.84 +0.21 mmol/L) gore yiliksek bulunmus-
tur. Tedavi siirecinde, glukokortikoid kesildikten sonra
serum TSA seviyelerinin diistiigli, aksine tiroglobulin
ve ESR’nin tedavi sonlandirildiktan sonra bile normalin
iistiinde kaldig1i, CRP’nin ise 1 hafta sonra negatif de-
gerlere dondiigli saptanmistir. Biz yaptigimiz ¢alismada,
RA’l1 ve AS’li hastalarda serum TSA diizeylerini (sira-
styla; 3.44 £0.49 mmol/L, 2.97 +0.63 mmol/L), sagliklt
kontrollere oranla (2.40 £0.28 mmol/L) anlaml1 derece-
de yiiksek bulduk (p <0.001, p=0.001). RA’l1 hastalarda
serum TSA diizeyleri serum CRP diizeyleri ile anlamli
korelasyon gosterirken (r = 0.411; p = 0.045), ESR diizey-
leri ile korelasyon gostermedi. Toplam 24 RA hastasin-
dan 8’inde ESR degerleri referans iist sinir1 veya altin-
da (<20 mm/saat) iken, ayn1 hastalarda serum TSA de-
gerleri kontrol grubuna gore dikkat ¢ekici bir yiikseklik
gosterdi. TSA icin kesim degeri 2.50 mmol/L alindigin-
da RA grubunda duyarlilik %95.8, 6zgiilliik %66.7 ol-
maktadir. CRP i¢in 7 mg/L kesim degeri alindiginda ise
duyarlilik ancak %58.3’de kalmakta, 6zgiilliikk %91.7 ol-
maktadir. ESR’de duyarlilik %66.7, 6zgiillik %87.5tir.
Kosoaki, RA’l1 hastalarda SA diizeylerinin arttigini ve
serum TSA diizeylerinin ESR ve CRP’den bagimsiz bir
enflamasyon belirteci oldugunu belirtmektedir (20). Al-
turfan ve ark. (6) 20 inaktif RA’l1 (iRA) ve 20 primer os-
teoartritli hastada yaptiklar1 ¢alismada, bizim bulgula-
rimiza uygun olarak iRA’l1 hastalarin serum TSA dii-
zeylerini (3.11 £0.47 mmol/L) kontrol grubuna gore (2.21
+0.16 mmol/L) anlamli derecede yiiksek bulmuslardir.

Alpdemir ve ark



Caligmamizda sonuglar TSA’'nin RA’da duyarlilig1 yiik-
sek bir belirte¢ oldugunu; diger inflamatuvar belirteg-
lerle korelasyonunun iyi olmamasi, bagimsiz 6zellikte
oldugunu gostermektedir. Bu 6zellikleriyle TSA diizey-
leri tan1 yan1 sira RA’l1 hastalarin izlenmesinde de kul-
lanilabilir.

Caligmamizda TSA diizeyleri AS grubunda da kont-
rollere gore anlaml yiikseklik gosterdi. AS grubunda
TSAnin duyarliligr ayni kesim degeri (2.50 mmol/L)
alindiginda %84.2 olmaktadir. Bu grupta diger inflama-
tuvar belirteglerin duyarliliklar1 CRP igin %73.7, ESR
icin %58.0°dir. Susheela ve ark. (5) bizim bulgularimiz-
la uyumlu olarak serum SA diizeylerini, AS’li hastalar-
da (895 £183.9 mg/L) kontrol grubuna gore (722 +67.1
mg/L), anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. TSA, AS
grubunda diger inflamatuvar belirteglerle daha giig-
li korelasyon gostermistir (CRP ile r = 0.825, ESR ile
r = 0.515). Bu durum TSA’nin diger inflamatuvar belir-
teglerle birlikte alevlenme dénemlerinin saptanmasinda
ve hastaligin izlenmesinde yararli olabilecegini goster-
mektedir.

Ponnid ve ark. yaptiklari ¢alismada, serum TSA diize-
yinin erkeklerde olmasa da, kadinlarda yas ile anlam-
11 olarak yiikseldigini gostermislerdir (21). Caligmamiz-
da hastaliklarin 6zellikleri sonucu, RA grubunda kadin
hastalar, AS grubunda erkek hastalar ¢cogunluktadir. Bu
cinsiyet farkliliginin sonuglart etkileyebilecegi diisiinii-
lebilir. Ancak galigmamizda yas ile SA arasinda anlam-
11 bir korelasyon saptanmadi. (Hasta ve kontrol grupla-
11 birlikte degerlendirildiginde r = -0.072; p = 0.562, RA
grubunda r = 0.218; p = 0.305, AS grubunda r = -0.028;
p = 0.907). Bu bulgularin yani sira, saglikli kontrol gru-
bunda da TSA ile yas arasinda pozitif bir korelasyon bu-
lunamamasi, hasta gruplarinda serum TSA diizeylerinin
yastan bagimsiz olarak arttigini gostermektediYaptigi-
miz ¢aligmada EMSA diizeyleri hem RA grubunda, hem
de AS grubunda kontrol grubuna oranla diisiik bulun-
du ancak bu disiikliik istatistiksel olarak anlamli degil-
di. (RA: 62.41 £7.2 ng/mg protein, AS: 61.28 £9.65 ng/
mg protein, kontrol: 65.43 +8.77 pug/mg protein; p >0.05).
EMSA, serum TSA ve ESR ile ve hastalik skorlariyla
(RA grubunda DAS28, AS grubunda BASDAI) korelas-
yon gostermedi. Ancak, AS grubunda EMSA degerle-
ri CRP ile anlamli, negatif bir korelasyon gosterdi (r =
-0.570; p = 0.011). Kiziltung ve ark. (9) 52 RA hastast
ve 24 saglikli kiside yaptiklar1 ¢caligmada, benzer sekil-
de, RA’l1 hastalarin eritrosit membranlarinda, SA diize-
yini kontrol grubuna gore diisiik (p <0.001) bulmuslar-
dir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglara benzer sekilde bu
degiskenler ile CRP ve ESR arasinda herhangi bir uyum
saptanamamistir. Cogalgil ve Taysi’nin (7) 42 RA’l1 has-
ta ve 30 saglikl kiside yaptiklar1 ¢aligmada RA’l1 has-
talarda EMSA diizeyleri de (0.942 +0.27 mmol/L) kont-
rol grubuna (1.346 +0.31) gore diisiik bulunmus, EMSA
diizeyleri ile CRP ve ESR arasinda bir korelasyon bulu-
namamistir. Bizim ¢alismamizda bu c¢aligsmalarla gelis-
kili olarak, RA’l1 hastalarin EMSA diizeyleri ile kont-
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rol grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. Ancak yuka-
rida s6z edilen EMSA diizeyleri mmol/L cinsinden ve-
rilmistir. Elde edilen membran miktari 6rnekten 6rnege
degisebildigi icin, bizce EMSA sonuglarinin membran
protein miktarina oranlanip verilmesi daha dogrudur.
Ayrica calismamizda SA spektroflorometrik yontem-
le 6lgiilmiis, bu ¢aligmalarda kolorimetrik yontem kul-
lanilmistir. Genel olarak spektroflorometrik yontemle-
rin alt saptama sinir1 ve analitik duyarlilig1 kolorimet-
rik yontemlere gore daha iyidir. Bu sebepler dnceki ¢a-
lismalarla olan geligkiyi kismen agiklayabilir. Calisma-
mizda, EMSA degerleri RA grubunda saglikli kontrol-
lere gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da diisiikti.
Bu diisiikliik, sialidaz aktivitesindeki artisa bagli olarak
membran SA’sinin uzaklastirilmasindan yada SA sente-
zindeki azalmadan kaynaklanabilir (7,9). Her iki hasta
grubunda da eritrosit membranlarindaki SA azalisi, erit-
rositlerdeki negatif yiikiin azalmasina ve eritrosit yapisi-
nin bozulmasina yol agabilir ve bu degisiklikler hastalik
patolojisi agisindan énemli olabilir. Ozellikle AS gru-
bunda EMSA ile CRP arasindaki negatif korelasyon bu
diisiinceyi destekler 6zelliktedir. Literatiirde AS’de erit-
rosit membranlarinda SA 6l¢iimii yapilan baska bir ¢a-
ligma yoktur.

Anti-CCP, RA igin yeni ve oldukga spesifik bir belirteg-
tir, eroziv artrit gelisimi ve radyolojik hasar ile de ilis-
kilidir. Erken RA teshisinde kullanilabilecek bir testtir
(22). Diindar ve ark.’nin yaptig1 37 RA hastasini kapsa-
yan bir ¢alismada, hastalarin 15’inde (%40,5) RF pozi-
tif, 22’sinde (%59,5) ise negatif olarak tespit edilmistir.
Anti-CCP sonuglar1 ise 24 hastada (%64,9) pozitif, 13
hastada (%35,1) negatif bulunmustur. Ancak, anti-CCP
pozitif ve negatif hastalar karsilastirildiginda; ortala-
ma ESR ve CRP degerleri arasinda anlamli bir fark sap-
tanmamistir. Ayni sekilde RF pozitif ve negatif hasta-
lar kendi iglerinde degerlendirildiginde ortalama ESR
ve CRP degerleri arasinda da anlamli bir fark saptana-
mamistir (22). Serdaroglu ve ark. da (23) Diindar ve ark.
gibi anti-CCP pozitif ve negatif hastalar arasinda CRP,
ESR agisindan anlamlt bir fark bulamamisglardir. Serda-
roglu ve ark. ek olarak anti-CCP diizeyleri ile DAS28
arasinda anlamli bir korelasyon bulamamistir. Calisma-
mizda anti-CCP hastalarin %54.2’sinde esik degerin (20
kU/L) tizerinde bulundu (duyarlilik: %54.2); anti-CCP
ozgiilliigi ise %100 idi. Biz de ¢alismamizda daha 6nce-
ki calismalarda oldugu gibi CRP, ESR ve DAS28 degis-
kenleri arasinda ve bunlara ek olarak TSA ve EMSA dii-
zeyleri ile anti-CCP diizeyleri arasinda korelasyon sap-
tamadik. Bizim yaptigimiz ¢alismada da, dnceki calis-
malara uygun olarak anti-CCP negatif hastalardaki ESR
(32.14 £20.30 mm/saat) ve CRP (8.8 £6.1 mg/L) diizey-
leri ile anti-CCP pozitif hastalardaki ESR (28.25 +18.55
mm/saat) ve CRP (8.6 +5.6 mg/L) diizeyleri arasinda an-
lamli bir fark bulunamadi. Ayrica iki grup arasindaki
TSA (3.35£0.45 ve 3.39 £0.41 mmol/L) ve EMSA (60.94
+6.35 ve 61.30 £5.87 pug/mg protein) diizeyleri arasinda
da anlamli bir fark saptanamadi. Ayni sekilde RF nega-
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tif hastalardaki TSA, EMSA ve CRP diizeyleri ile RF
pozitif hastalar arasindaki TSA, EMSA ve CRP diizey-
leri arasinda da anlamli bir fark saptanamadi. Fakat RF
negatif hastalardaki ESR diizeyleri (28.25 +18.55 mm/
saat) ile pozitif hastalardaki ESR diizeyleri (51.12 +34.65
mm/saat) arasinda anlamli bir fark vardi (p <0.045). Ote
yandan, anti-CCP ile DAS28 aktivite skoru arasinda an-
laml1 bir korelasyon bulunamamaistir. Sonug olarak anti-
CCP antikorlari, RA’nin erken tanisi igin kullanilabile-
cek, ozgiilliigii yiiksek, potansiyel yeni bir kriter olabilir,
ancak hastalik aktivasyonunun degerlendirilmesi agi-
sindan yeterli degildir (22, 23).

Spektroflorometrik  Yontemin Performans
Oczellikleri

Dogrusallik c¢alismasindaki bulgularimiz, uyguladigi-
miz spektroflorometrik TSA yonteminin 10 mmol/L’ye
kadar dogrusal oldugunu gosterdi. Denny ve ark. (18)
bizimle ayni reaktifleri kullandiklar1 florometrik yon-
temde 0.309 mmol/L’ye, kolorimetrik yontemde ise
12.5 mmol/L’ye kadar lineer okuma yapabildiklerini be-
litmektedirler. Florometrik yontemler arasi bu carpict
farkta bizim yaptigimiz bazi modifikasyonlar [0.1 mL
total hacim yerine, ImL total hacimden (50 pL 6rnek +
950 uL 0.05 mol/L H,SO,) 25 pL kullanmis olmamiz
(boylece 6rnek hacmi Y oraninda azaltilmistir), 5 nm
yerine 10 nm slit araligi ve 565 nm yerine 570 nm emis-
yon dalga boyu kullanmamiz] rol oynamis olabilir. Cro-
ok ve ark. (13) yaptiklar1 ¢alismada, Warren ve resorsi-
nol yontemleri ile 4.8 mmol/L’ye kadar 6rneklerin sey-
reltme yapilmadan dogru olarak okunabildigini goster-
mislerdir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz spektrof-
lorometrik yontem ile seyreltme yapmadan dogru ola-
rak ol¢iim yapilabilme sinirt bu degerin oldukea iize-
rindedir. Florometrik yontemin ¢ok daha yiiksek kon-
santrasyonlara kadar dogru 6l¢iim yapabilmesi, 6zellik-
le idrarla SA atiliminin 3-20 kat arttig1 sialidozis (sia-
lidaz enziminin eksikligi) gibi hastaliklarda 6rneklerin
seyreltilmeden olciilebilmesini saglayabilir. Ayrica, slit
araligr 5 nm’ye cekilerek ¢ok daha yiiksek konsantras-
yonlar1 okumak miimkiindiir. Béylece ekzitasyon ener-
jisi disiiriiliir ve birim konsantrasyon bagina elde edi-
lecek emisyon siddeti de diiser, bu durum dogrusalli-
&1 gelistirebilir.

Saptama sinir1 ¢alismasinda, spektroflorometrik TSA
6l¢iimii ile 0.0156 mmol/L’ye kadar 6l¢iim yapilabildi-
g1 gorildi. Bu deger Denny ve ark’nin (18) kolorimet-
rik 6l¢timiinden (0.250 mmol/L) daha iyi, ayn1 yazarla-
rin florometrik 6lgiimiinde tespit edilen 0.0096 mmol/L
degerine ise yakindi. Bizim kullandigimiz yontemde or-
nek hacmi ¥4 oraninda azaltilmistir. Bu hacim artirilarak
saptama sinir1 gerektiginde daha da diisiik konsantras-
yonlara gekilebilir. Ancak, yontemin saptama sinir1 bu
haliyle yeterlidir. Crook ve ark. en diisiik dl¢iilebilen SA
konsantrasyonunu resorsinol yontemi i¢in 0.12 mmol/L,
Warren yontemi i¢in ise 0.20 mmol/L olarak bildirmistir.
Elde ettigimiz deger Crook ve ark.’nin 6l¢tiigii degerler-
den ¢ok daha distiktiir.
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Geri kazanim calismasinda kullandigimiz florometrik
TSA yontemi i¢in ortalama %R degeri %95.5 bulundu.
Bu deger Crook ve ark. Warren ve resorsinol yontem-
lerinde buldugu degerlere (%96-%105) yakindi. Calis-
ma i¢i %VK degerleri diisiik (2.50 mmol/L) ve yiiksek
(3.4 mmol/L) konsantrasyonlu havuzlarda %3.6, %2.4,
toplam %VK ise %7.7, %5.4 olarak bulundu. Crook ve
ark. 0.32, 2.08 ve 3.20 mmol/L konsantrasyonlar1 igin
calisma i¢i % VK degerini TSA Warren yontemi ile sira-
styla: %19, %2.1 ve %8.2, TSA resorsinol yontemi i¢in;
%12, %1.7 ve %6.1 olarak bulmuslardir. Caligsmalar ara-
s1 %VK degerlerini ise bu iki yontem igin sirasiyla; %4.5
ve %3.1 olarak bulmuslardir. Ancak g¢aligmalar arasi
icin kullanilan materyalin SA konsantrasyonu belirtil-
memistir. Buna gore, kullandigimiz florometrik yonte-
min ¢aligma i¢i tekrarlanabilirligi, Crook ve ark.’na gore
daha 1yi idi. Elde ettigimiz toplam %VK ise Crook ve
ark.’nin bildirdigi ¢aligmalar aras1 %VK’ya gore yiiksek
goriinmektedir.

Sonug olarak, ¢calismada hasta gruplarinin serum TSA
diizeyleri saglikli kontrollere gore belirgin yiikseklik
gosterdi. EMSA diizeyleri hasta gruplarinda diisiik ol-
makla birlikte gruplar arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlamli degildi. Hasta gruplarinda serum CRP ve
ESR gibi enflamasyon belirtegleri ile serum TSA arasin-
da anlamli pozitif korelasyon olmasi, serum TSA diize-
yindeki artigin inflamatuvar siirece bagli olarak KC’den
sentezlenen, SA’ca zengin akut faz proteinleri sentezi-
nin artmasina bagli olabilecegini diisliindiirmektedir.
Bu yiizden serum TSA, inflamatuvar hastaliklarda inf-
lamasyon ve aktivasyon belirteci olarak kullanilabilir.
Ote yandan, RA’l1 ve AS’li hastalarda hastalik aktivite
skorlar1 (DAS28 ve BASDALI) ile laboratuvar belirtegleri
(EMSA, serum TSA, CRP ve ESR) arasinda korelasyon
saptanamamistir. Bunun nedenlerinden birisi, denek sa-
yisinin diigiikliigii ve bu say1 iginde hastalig1 aktif olan-
larin ¢ok daha diisiik kalisi olabilir. Ayrica, bu skorlama-
larda hastalik ile ilgili olarak hastalara yoneltilen soru-
lar siibjektif degerlendirmeler gerektirebilir. Ek olarak,
RA’l1 ve AS’li hastalar serum TSA acgisindan karsilasti-
rildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmiis-
tiir. TSA konsantrasyonlar1 RA grubunda AS’ye gore
daha yiiksektir. Bu yilizden serum TSA diizeyi bu has-
taliklarin ayirt edilmesi agisindan da yarar saglayabilir.
SA, genel olarak akut faz reaktanlarinda bulundugun-
dan, klinik agidan geleneksel akut faz reaktanlari gibi
kullanilabilir. Bunun yan1 sira, SA akut faz 6zelligi ol-
mayan proteinlerde de bulundugundan, bu durum diger
pek cok hastalikta SA’ya iistiinliik saglayabilir.
Calismanin Siirlamalari. Calismada hastaliklarin 6zel-
ligi geregi cinsiyet eslestirmesinin olamamasi veya has-
talik aktivitelerinin homojen olmamasi, inaktif, tedavi
goren veya hastalik skorlar1 diisiik hastalarin bir arada
bulunmasi, 6l¢giilen belirteglerin, bizce 6zellikle EMSA
degerlerinin, klinik anlamin1 zayiflatmis olabilir.

Cikar Catismast: Yoktur.
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