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OZET

Bu calisma, kollajen ile uyarilan artrit modelinde, epidermal biiyiime faktor
reseptorii ile iliskili tirozin kinaz inhibitdrii olan lapatinibin etkinligini arastirmay1

hedeflemistir.

30 adet Wistar albino disi rat, li¢ gruba randomize edildi (her grupta n=10).
Grup-I kontrol grubu, Grup-II artrit grubu ve Grup-III lapatinib grubu olarak
belirlendi. Artrit olusturmak ig¢in, Grup-II ve III ratlara, intradermal inkomplet
Freund adjuvani ile kombine edilen tavuk tip II kollajeni uygulandi. Artrit olugtuktan
bir glin sonra, 14. giin, Grup-III ratlara, oral gavaj ile 30 mg/kg/giin dozda lapatinib
tedavisi basland1 ve ratlarin sakrifiye edildigi 29. giine kadar tedaviye devam edildi.
Analizler icin, ratlarin gévde kanlar1 ve arka penceleri alindi. Serum tiimor nekroz
faktor (TNF)-a, interlokin (IL)-17, malondialdehid (MDA) diizeyleri ve siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri, eklem
dokusunda nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) ve hem oksijenaz-1
(HO-1) ekspresyonlari, pengelerde perisinovyal inflamasyon ve kikirdak-kemik

destriiksiyonu degerlendirildi.

Grup-I ile karsilastirildiginda, Grup-II’de TNF-a, IL-17 ve MDA
diizeylerinde artis, SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ve Nrf2, HO-1 ekspresyonlarinda
azalma vardi. Histopatolojik degerlendirmelerde, Grup-II rat eklemlerinde yaygin
perisinovyal inflamasyon ve belirgin kikirdak-kemik destriiksiyonu vardi. Lapatinib
tedavisi ile TNF-a, IL-17, MDA diizeylerinde azalma, SOD, CAT, GPx
aktivitelerinde ve Nrf2, HO-1 ekspresyonlarinda artis, perisinovyal inflamasyon ve

kikirdak-kemik destriiksiyonunda azalma belirlendi.

Bu calisma, CIA modelinde lapatinibin inflamatuar yolaklar1 ve oksidatif
stresi baskiladigini, sinovyal hiperplaziyi oOnledigini gosteren ilk c¢alismadir.

Lapatinib, RA tedavisi i¢in etkin bir segenek olabilir.

Anahtar kelimeler: Romatoid artrit, anjiogenez, epidermal biiylime faktdr reseptorti,

lapatinib.
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ABSTRACT

LAPATINIB TREATMENT IN THE COLLAGEN-INDUCED ARTHRITIS
MODEL

The purpose of this study was to investigate the therapeutic effect of lapatinib
on collagen-induced arthritis (CIA) in rats.

Thirty Wistar albino female rats were randomized to three groups (n=10 in
each group): Group-I as the control group, Group-II as the arthritis group, Group-III
as the lapatinib group were assigned. Arthritis was induced by intradermal injection
of chicken type II collagen combined with incomplete Freund's adjuvant in Group-1I
and III rats. One day after the onset of arthritis, Group-III rats were given lapatinib
(30 mg/kg/day) via oral gavage until they were killed on day 29. The trunk bloods
and paws of the rats were obtained for further analysis. Tumor necrosis factor (TNF)-
a, interleukin (IL)-17, malondialdehyde (MDA) levels and superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) activities in serum, and
articular tissue nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and heme oxgenase-
1 (HO-1) expressions, perisynovial inflammation and cartilage-bone destruction were
determined in the paws.

When compared with Group-I, TNF-a, IL-17, and MDA levels were
increased, and SOD, CAT, GPx activities and the expressions of Nrf2 and HO-1
were decreased in Group-II. Histopathological analysis demonstrated the extensive
perisynovial inflammation and marked cartilage-bone destruction in Group-II rats.
Lapatinib treatment decreased the levels of TNF-a, IL-17, MDA, and increased the
activities of SOD, CAT, GPx and the expressions of Nrf2 and HO-1, and decreased
the perisynovial inflammation and cartilage-bone destruction in the paws.

Conclusion: Our present study is the first report to identify that lapatinib
suppresses inflammatory pathways and oxidative stress, and prevents synovial
hyperplasia in CIA model. Lapatinib may be an effective option for the treatment of
RA.

Key words: Rheumatoid arthritis, angiogenesis, epidermal growth factor receptor,

lapatinib.
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1. GIRIS

Romatoid artrit (RA), etyopatogenezi tam olarak bilinmeyen, kronik sinovyal
inflamasyon, kikirdak ve kemik erozyonlari ile karakterize bir hastaliktir. RA’da
gelisen deformitelerin patogenezinde, anjiogenez ve sinovyal hiperplazinin énemli
rolii vardir (1-5). RA’nin en erken lezyonlarindan biri olan anjiogenez, hiperplastik
sinovyumu yapilandirarak, eklemlerdeki kikirdak ve kemikte yikima neden olur
(2,4). Anjiogenez, hiperplastik sinovyumun beslenmesine ek olarak, inflamatuar
hiicrelerin bolgeye gogiinii saglayarak, hastaliga 6zgii bir mikrogevre olusumu ve
sinovyal inflamasyonun siiregenligine katki yapar (2). Anjiogenez, RA patogenezine
yalnizca kan sunumu ile katki yapmaz, endotelyal hiicreler aktive oldugu zaman
proinflamatuar sitokinler sentezleyerek sinovyal inflamasyonda artisa neden olur (2).
Ek olarak, RA’da sentezlenen anjiogenik faktorler, direkt olarak osteoklast ve
osteoklast oOnciillerini de aktive ederek, eklem hasarma katki yapmaktadirlar (2).
Anjiogenez inhibisyonu ile artritin siddeti, sinovyal hiperplazi ve eklemlerdeki
kemik ve kikirdakta yikimin azaldigi gosterilmistir (3-5).

Histopatolojik calismalarda, romatoid sinovyumda epidermal biiyiime faktor
(epidermal growth factor) (EGF), ErbB-2 ve diger doku biiylime faktorleri
reseptorlerinin arttigi (6, 7) ve bu durumun sinovyal hiperplazi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (6). EGF’nin RA patogenezindeki diger bir 6nemli gérevi, anjiogenez
ile iligkilidir. EGF reseptor (EGFR) blokaji, direkt olarak onemli anti-anjiogenik
etkilere yol agtig1 gibi (8), dolayli olarak gii¢lii anjiogenik etkileri olan diger
faktorlerin de sentezini baskilar (8, 9). Ek olarak, EGF’nin eklem yikiminda 6nemli
rol aldig1 bilinen matriks metalloproteinaz (MMP) sentezini uyardigi gosterilmistir
(10). Bu veriler, EGFR inhibisyonunun RA’daki eklem yikimini onleyebilecegini
diisiindiirmektedir. Yeni bir tirozin kinaz inhibitdrii olan lapatinib, EGFR ile iligkili
tirozin kinazi inhibe eder (11). Lapatinib, EGFR inhibisyonuna ek olarak, RA
tedavisinde altin standart olarak kabul edilen metotreksatin etkinliginde anahtar
enzimlerden biri olan timidilat sentazi da inhibe eder (11).

Kollajen ile uyarilan deneysel artrit modeli, gliniimiizdeki arastirmalarda en
stk kullanilan yontemlerden birisidir. Ratlarda ilk kez bu yontemi, Trentham ve ark.
1977 yilinda tanimlamislardir (12). Sonraki yillarda, bu model, pek ¢ok calismada

artrit olugturulmasi i¢in kullanilmistir. Adjuvan ile uyarilan artrit, pristan ile uyarilan
1



artrit ve streptokok hiicre duvari ile uyarilan artrit modelleri de sik kullanilan diger
deneysel modellerdir (13).
Bu calismanin amaci, kollajen ile uyarilan artrit modelinde lapatinib

tedavisinin etkinligini arastirmaktir.
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Romatoid Artrit

Romatoid artrit, genel olarak periferik kiiglik eklemleri tutan, kronik
otoimmiin inflamatuar bir hastaliktir. Artrit, eklem hasari, kronik inflamasyon ve
tedavide kullanilan ilaglar, bu hastalarda eklemlerde agri, hareket kisithiligi ve
deformitelere, insiilin direnci artis1 ve aterogeneze neden olur. Sonugta, hastalarin
yasam kalitesi bozulur, is giicli kaybi, morbidite ve mortalitede artis ortaya ¢ikar.

1.1.1.1. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

Romatoid artrit en sik goriilen inflamatuar eklem hastaligidir. Diinyanin
hemen her bolgesinde goriilmekte ve genel olarak prevelans: % 0.5-1 olarak kabul
edilmektedir (14).

1.1.1.2. Romatoid Artrit Etyolojisi

Romatoid artritin etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. RA etyolojisinde
rol oyanayan bir¢ok faktoér bulunmaktadir.

Monozigot ikizlerdeki konkordansin dizigotlardakinden daha fazla olmasi
genetik faktorlerin hastaligin ortaya c¢ikisindaki roliinii gdstermektedir. Romatoid
artrit gelisim riskinin %50’sinden genetik faktorler sorumlu tutulmaktadir (15).
Otuzdan fazla genetik bolge RA ile iliskilendirilmistir. Bunlardan, insan lokosit
antijeni (HLA) ve protein tirozin fosfataz non-reseptor 22 (protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 22) (PTPN22) genleri en fazla 6ne ¢ikmis olanlardir.

Romatoid artritin en giiglii genetik iliskisi, HLA geni iledir (15). HLA-DR
molekiilii iki zincirden olusur: polimorfizm gostermeyen o zinciri ve yiiksek
derecede polimorfizm gosteren B zinciri. HLA-DR molekiiliiniin B zincirinin 440
farkli aleli bulunmaktadir. HLA-DR4’iin, HLA-DRB1*0401, 0404 ve 0405 gibi
hastalikla iligkili olan allelleri, hastalikla iliskili olmayan diger HLA-DRBI
allellerinden, polimorfizm gosteren B zincirinin ‘hipervariable’ bolgesinde, 70.-74.
aminoasitler arasinda, siirli bir segmentte aminoasit dizilisleri acisindan farklilik
gostermektedirler. Bu bolge, ortak (shared) epitop olarak adlandirilir (15). Ortak
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epitop, hastalikla iligki gosteren diger HLA-DRBI1 allellerinde de bulunur. Ortak
epitop i¢indeki 70. ve 71. rezidiiler, peptid-biiyiik doku uygunluk kompleksi (major
histocompatibility complex, MHC) baglanmasini dogrudan etkilemektedir. MHC klas
IT molekiilleri, antijenik peptidleri baglayarak T hiicresine sunarlar. Hastalikla iliskili
HLA genleri normal populasyonda da bulunabilir. Ancak, bu genleri tasiyanlarda RA
gelisimi 20 kat daha fazladir. Ortak epitop varligi, RA gelisimi i¢in risk faktorii
olmasinin yani sira, romatoid faktor (RF) ve anti-siklik sitriilinli peptid (anti-CCP)
antikor pozitifligi ile iligskili olup, daha agir eroziv bir hastalif1 isaret etmektedir.
Ortak epitop tasiyan hastalarin tedavilere daha direncli oldugu bilinmektedir (15).

Protein tirozin fosfataz non-reseptor 22 gen polimorfizmi, RA ile en giiclii
iliski (1.8 kat artirir) gosteren ikinci gendir. Protein tirozin fosfataz, sinyal
transdiiksiyonunda 6nemli rol oynar ve T hiicre reseptorii (TCR) sinyal yolaginin ¢cok
onemli bir pargasidir. PTPN22 geninin kodladig1 ‘protein lenfoid tirozin fosfataz’, T
hiicre aktivasyonunun giiclii bir inhibitérii olarak bilinir (15). PTPN22 gen
polimorfizmlerinin, RA disinda, sistemik lupus eritematoz, juvenil idiopatik artrit,
Graves hastalig1 ve jeneralize vitiligo ile de iligkili oldugu bilinmektedir (15).

Romatoid artrit, kadinlarda erkeklerden 3 kat fazladir. Bununla birlikte,
kadinlardaki bu artisin nedeni acik degildir. Bu artigsa, seks hormonlarinin neden
olabilecegi diisliniilmektedir. Gebelik ve oral kontraseptiflerin, RA gelisiminde
koruyucu etkisi vardir (16). RA semptomlarinda gebelik boyunca baskilanma, dogum
sonrasinda ise artis oldugu bilinmektedir (16).

Sigara, RA i¢in en One ¢ikan ve bugiin i¢in kanitlanan tek cevresel risk
faktoriidiir. Sigara, giinliik tiiketim ve i¢im siiresi ile iliskili olarak, hem anti-CCP
pozitif, hem de anti-CCP negatif RA riskini artirir. Ortalama ‘40 paket yili’ sigara
igen bir kisinin RA riski, iki kat artmaktadir (16).

Alkol, RA riskini azaltiyor olabilir. Danimarka calismasinda (17) alkol
aligkanlig1 olan bireylerin daha diisiik anti-CCP pozitif RA gelisim riski gosterdigi
belirlenmistir. Fazla alkol tiiketen bireylerde (>80 gr etanol/hafta), diisiik diizeyde
alkol tiiketen veya hi¢ tiiketmeyen bireylere gore, RA riskinin %40-50 oraninda
azaldig1 gosterilmistir (17). Bu risk azalmasinin, ortak epitop tasiyicilarinda daha
belirgin oldugu belirlenmis ve alkol-ortak epitop etkilesimi i¢in kanit olarak ileri

stiriilmiistiir (18).



Vitamin D, kemik ve mineral homeostazinda rol oynar. Ayrica,
proinflamatuar yanit inhibitorii olan vitamin D reseptorii aracilifiyla, dogal ve
edinsel immiin sistem iizerinde diizenleyici rolii vardir. lowa Women’s Health Study
(19), vitamin D alim1 ile RA arasinda negatif bir iliski saptamistir. Ancak, sonraki bir
calismada (20) bu iliski gosterilememistir.

Bugiine kadar, RA etyolojisinde rol oynadig: diisiiniilen bir mikroorganizma
tam olarak ortaya konulamamaistir.

1.1.1.3. Romatoid Artrit Patogenezi

Romatoid artrit, primer olarak sinovyumu etkiler. Hastaligin ilk haftasinda,
doku 6demi ve fibrin birikimi olmaktadir. Tip A (makrofaj benzeri) ve tip B
(fibroblast benzeri) sinoviositlerden olusan 1 ya da 2 kath hiicre dizisi seklindeki
sinovya, hiperplaziye ugrayarak c¢ogalir ve 10 veya daha fazla kathi olur (21).
Sinovyal hiperplaziden kaynaklanan doku olarak adlandirilan ‘pannus’, eklem
erozyonundan sorumludur. Pannus dokusunda, fibroblast benzeri hiicreler cogunlukta
olmak {iizere T ve B lenfositlerden olusan belirgin bir mononiikleer hiicre
infiltrasyonu vardir (21).

Pannus dokusunda pek c¢ok sitokin diizeyinin artmis oldugu izlenmekle
birlikte, en belirgin artiglar tiimoér nekroz faktér (TNF) ve interlokin (IL) -1
diizeylerinde goriiliir (22). Proinflamatuar sitokinler, eklem erozyonunun anahtar
hiicresi olan fibroblast benzeri hiicrelerden, doku yikimina neden olan, MMP’lerin
salinmasina neden olur. Ayrica, her iki sitokin de lenfosit kemotaksisini, anjiogenezi,
damar gecirgenligini artirir. IL-1, daha ¢ok hastaligin yikicr etkilerinden sorumludur.
TNF-a ise proliferatif ve inflamatuar etkilerden sorumludur (23, 24)

Immiin yanitin erken ve en énemli komponenti, CD4+ T lenfositlerdir. RA
patogenezinin tetikleyicisi bilinmese de dokudaki inflamatuar siirecin CD4+T hiicre
aktivasyonu ile bagladig1 bilinmektedir.

1.1.1.4. Romatoid Artrit Klinigi

Genel olarak, iist ekstremitelerin kiigiik eklemleri etkilenir. Eklem tutulumu
simetrik olup, hastalarin ¢ogunlugu yarim saatten uzun siiren sabah tutuklugundan
yakinmaktadir. Sabah tutuklugu, agridan haftalar veya aylar 6nce baslayabilmektedir.
Gece hareketsiz kalma nedeniyle, interstisyel alandaki odem gelisimi ile

iligkilendirilmektedir. Sabah kalktiktan sonra, kaslarin hareketiyle birlikte, bu sivi
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lenfatik sistem tarafindan drene edilmekte ve tutukluk gecmektedir. Ilerleyen
donemlerde, eklemlerde erozyon ve deformiteler gelisir.

Eklem agris1 ve/veya sabah tutuklugu, hastalarin cogunda birkac hafta ile
birkac ay arasinda gelismektedir. %15 kadar hastada ise hastaligin 1-2 giin gibi kisa
bir siirede, akut olarak basladig1 gozlenir.

Hastalarin yaklasik %40’ 1inda, aktif ve agir seyirli olgularda daha fazla olmak
tizere, eklem dis1 tutulum goriilmektedir (24). Subkutan nodiiller, ser6z zarlarin
tutulusu, akciger fibrozu, keratokonjonktivitis sikka, kronik hastalik anemisi,
romatoid vaskiilit, tuzak noropatiler ve amiloidoz en sik goriilen eklem dis1
bulgulardandir (24).

1.1.1.5. Romatoid Artritte Laboratuar

Eritrosit sedimantasyon hizi (ESH) ve C-reaktif protein (CRP) diizeyleri
normal degerlerin iizerinde saptanir. Ozgiil olmamalarina karsin, hastalik aktivitesini
yansitirlar. Bu nedenle, hastalik izleminde sik bagvurulan testlerdir (25).

Romatoid artritli hastalarda, kronik hastalik anemisi saptanabilmektedir ve
hastalik aktivitesi ile iligkilendirilmektedir. Hastalik remisyona girerse anemi
diizelebilir. Trombositoz hastalik aktivitesini yansitmaktadir (24).

Romatoid faktor, immiinglobulin (Ig) G’nin Fc pargasina karsi olugsmus olan
bir antikordur (26). RF; IgM, IgG veya IgA yapisinda olabilir. Rutin laboratuar
incelemelerinde bakilmakta olan, IgM yapisindaki RF’dir. Bu test, RA tanisinda
siklikla kullanilmasina karsin, RA i¢in 6zgiil degildir (27). RF’nin RA tanisi i¢in
ozgulligi % 60-85, duyarliligt % 68-81 oraninda degismektedir (28). Saglikli
bireylerin % 5’inde pozitif olarak saptanmaktadir. Yasla birlikte, bu pozitiflik %
15’lere kadar ¢ikabilmektedir (29).

Anti-siklik sitriilinli peptid antikorlari, sitriilin peptidlerine kars1 olusmus
otoantikorlardir (30). Bir¢cok calismada, RF’den daha 6zgiil olduklar1 gosterilmistir.
RA’nin erken donemlerinde, RF’den daha oOnce saptanabilmektedir (31). Anti-
CCP’nin, RA tanis1 i¢in Ozgilligi % 91-98, duyarliligt % 41-67 oraninda
degismektedir (28, 32). Gelisecek eroziv RA’nin 6nceden Ongoriilmesinde, Anti-
CCP varlig1 6nemlidir (33).

Konvansiyonel radyografi ile hastaligin ge¢ bulgular1 olarak erozyonlar,

eklem araliginda daralma, eklem kikirdaginin kaybi ve ekleme komsu kemik
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dokusunda osteopeni saptanabilmektedir. Buna karsin, manyetik rezonans
goriintiileme ve kas iskelet sistemi ultrasonografisi, eklemlerdeki inflamatuar ve
destriiktif degisiklikleri hastagin ¢ok erken donemlerinde gosterebilmektedir (34).

Romatoid artrit tanisin1 kolaylastirmak ve bir standarda baglamak agisindan,
siiflandirma kriterleri oldukca yol gostericidir. American College of Rheumatology
(ACR) ve European League Against Rheumatism (EULAR) tarafindan 2010 yilinda
RA i¢in yeni simiflandirma/tan1 kriterleri tanimlanmistir (Tablo 1) (35). Bu
siniflandirmada, en az bir eklemde sinovit varlifinda, bu sinoviti acgiklayacak baska
bir hastalig1 (gut, reaktif artrit gibi) olmayan, ve toplam puani1 >6 olan hastalar RA
olarak siniflandirilirlar.

1.1.1.6. Romatoid Artrit Tedavisi

Eklem hasarinin ve fonksiyon kaybinin dnlenmesi ve agrinin azaltilmasi, RA
tedavisinde temel amaglardir. Hastaligin prognostik faktorleri gbz Oniine alinarak
uygun tedavi diizenlenmelidir.

Eklemlerde inflamasyonun belirgin oldugu dénemlerde, asir1 hareketlerden
kaginilmasi travmatik hasar1 onler. Buna karsin, kas giliciinlin korunmas1 agisindan,
hastalarin belirli bir diizeyde hareket etmesi gereklidir. Fizik tedavi, ugrasi tedavisi
ve cerrahi tedaviler diger ilag dis1 tedavi yontemleridir. Hastalarin agrisin1 azaltmak
i¢cin, temel etkili ilaglarin etkisinin baglayacagi siireye kadar, steroid ve steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglar koprii ilaglar olarak kullanilmaktadir.

Romatoid artirit tedavisinde steroidlerin uygun dozlarda kullanilmasi
onemlidir. En sik kullanilan prednisolon i¢in bu doz, 5-7.5 mg/giin kabul
edilmektedir. Yasli, gebe, bobrek ve gastrointestinal sorunu olan hastalarda “diisiik
doz steroid” (giinde 5-7,5 mg prednisolon esdegeri) uygun bir secenektir.

Temel etkili ilaglara erken dénemde baslanilmasi gereklidir. ilk segilecek
ilaclar; metotreksat, leflunomid, sulfasalazin ve klorokin/hidroksiklorokindir. Bunlar
tek baslarina kullanilabildikleri gibi, ikili ve/veya ti¢lii kombinasyonlar seklinde de
verilebilirler (36).

Metotreksat; giinlimiizde RA tedavisinde en yaygin kullanilan ilactir. Bir
folik asit antagonistidir. Erozyon gelismesini yavaglatir. Ancak, tam remisyon

saglanmas1 seyrektir. Metotreksat, haftada bir giin ve tercihen tek doz olarak



kullanilir. Metotreksatin siklosporin-A, sulfasalazin veya hidroksiklorokin ile birlikte

kullanilmasi, tek basina metotreksata gore daha etkilidir (36).

Tablo 1. RA siiflandirma kriterleri (35)

Puan

A.Eklem tutulumu

1 biiyiik eklem * 0

2-10 biiyiik eklem 1

1-3 kii¢iik eklem # 2

4-10 kiigtik eklem 3

>10 eklem (en az 1 kiigiik eklem) 5
B.Seroloji (Siniflandirma i¢in en az bir test sonucu gereklidir) 1+

Negatif RF ve negatif anti-CCP 0

Diisiik pozitif RF veya diisiik pozitif anti-CCP 2

Yiiksek pozitif RF veya yiiksek pozitif anti-CCP 3
C.Akut faz reaktanlar (Siniflandirma i¢in en az bir test sonucu gereklidir)

Normal CRP ve normal sedimentasyon 0

Anormal CRP veya anormal sedimentasyon 1
D.Semptomlarin siiresi

<6 hafta 0

>6 hafta 1

* Biiyiik eklemler omuzlar, dirsekler, kalcalar, dizler ve ayak bilekleridir.

# Kiiciik eklemler el bilekleri, metokarpofalangeal eklemler, proksimal interfalangeal eklemler,
metatarsofalangeal eklemlerdir.

11 Diisiik pozitif deger, normalin st sinirindan daha yiiksek fakat 3 katindan daha az degerlerdir.

Yiiksek pozitif deger, normalin iist smnirindan 3 kat daha fazla olan degerlerdir.

Sulfasalazin; erozyon gelisimini yavaslatir. Giinliik ortalama dozu 2 gram’dur.
Etkisi diger ilaclara gore hizli baglar (1-2 ay). Bulanti, karin agrisi, basagrisi ve deri
dokiintiisii daha sik; hemoliz, 16kopeni, trombositopeni ve oligospermi daha seyrek
bildirilmis olan yan etkileridir.

Anti-malaryal ilaglar; eroziv olmayan, hafif seyirli hastaligi olanlarda veya
kombine tedavilerde kullanilmaktadir. Diger ilaglara gore daha az etkili
bulunmuslardir. Erozyonlar: azalttiklar: gosterilememistir.

Leflunomid; etkisini pirimidin sentez inhibisyonu ile gostermektedir.

Yarilanma 6mrii yaklagik iki haftadir. RA’da 6nerilen kullanim dozu, oral olarak 100
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mg/giin ¢ gin yiikleme dozundan sonra, giinde 10-20 mg’dir. Leflunomid
tedavisinin, fonksiyonel islevsellikte belirgin diizelme sagladigi ve radyolojik
erozyonlar1 6nledigi gosterilmistir (37). Gebelikte veya gebe kalmay1 diisiinenlerde,
teratojenik olmasi nedeniyle, kullanilmamalidir (36).

Glinlimiizde giderek daha az kullanilan ilaglar; intramuskuler ve/veya oral
altin tuzlari, D-penisilamin ve diger temel etkili ilaclara direngli olgularda kullanilan
azatioprin ve siklosporin-A’dir.

Biyolojik tedavi ajanlari, RA tedavisine ¢ok olumlu katkilar saglamis olan
ilaclardir. TNF-o’n1n, sitokin aginda diger inflamatuar sitokinleri indiikledigi, TNF-a
inhibisyonu ile artritin baskilandig1 gosterilmis ve boylece RA’da TNF-a’y1 hedef
alan tedavi yontemleri gelistirilmistir (38). Anti-TNF ilaglar, makrofa; ve
fibroblastlardan salinan ve RA’da inflamatuar yanitin olugsmasinda merkezi bir rol
oynayan TNF-o’nin etkilerini antagonize etmektedirler. Etkilerini, tip 1 TNF
reseptoril (p55) ve tip 2 TNF reseptoriine (p75) baglanarak gosterirler.

Infliksimab, kimerik anti-TNF-a antikorudur. 0. 2. 6. haftalarda ve daha sonra
6-8 haftada bir 3-5 mg/kg dozunda iv olarak kullanilir (38). Infliksimab kullanan
hastalarin yaklagik yarisinda ilaca karsi otoantikorlar gelistiginden, bu ndtralizan
antikorlarin  {iretimini inhibe etmek igin, eszamanli metotreksat tedavisi
uygulanmaktadir.

Etanercept, TNF reseptorii fiizyon proteinidir. TNF-a molekiiliine baglanarak,
TNF reseptorii ile etkilesime girmesini dnler. TNF-B (lenfotoksin) baglama 6zelligi
de vardir. Yarilanma 6mrii, 4-12 giindiir. Haftada iki kez 25 mg veya haftada bir 50
mg subkutan olarak uygulanmaktadir (39).

Adalimumab, rekombinant insan monoklonal anti-TNF-a antikorudur (38).
En Onemli avantaji, daha az immiinojenik olmasi ve yar1 Omriiniin daha uzun
olmasidir. Adalimumabin yar1 émrii 10-20 saattir ve 40 mg dozunda 15 giinde bir
deri altina yapilmaktadir (40, 41).

Anti-TNF ilaglarin yan etkileri arasinda, tiiberkiiloz ve malignite gelisimi 6n
plana ¢ikmaktadir (42). Anti-TNF ilaglar, tiiberkiiloz aktivasyonuna neden
olabilmektedirler. Bu nedenle, anti-TNF ila¢ tedavisine baglamadan 6nce akciger

grafisi ve tiiberkiilin cilt testi mutlaka yapilmalidir (43).



Anakinra rekombinant IL-1 reseptér antagonistidir. Tek basma ya da
metotreksat ile kombine olarak kullanilabilir. Yar1 omrii yaklagik alti saattir.
Subkutan 100 mg/giin dozunda uygulanmaktadir.

Rituksimab, anti-CD20 monoklonal antikorudur. Lenfoma tedavisinde uzun
zamandir kullanilmaktadir. B hiicre deplesyonu yapmaktadir. Komplemana bagh
sitotoksisite, antikor aracili hiicresel sitotoksisite ve apoptoz yaparak -etkisini
gostermektedir (44). Onemli bir yan etki goriilmeksizin, iyi tolere edilmektedir. En
sik goriilen yan etkisi, infiizyon reaksiyonudur. Infiizyon reaksiyonu, cogunlukla ilk
infiizyon sirasinda gelisir ve ikinci infiizyonda azalmaktadir (45). Gida ve Ilag
Idaresi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan, 2005 yilinda, bir veya daha
fazla TNF antagonistine yeterli yanit alinamayan aktif RA’l1 hastalarda kullanim
onay1 verilmistir. Rituksimab 2 hafta arayla 2 kez 1000 mg iv infiizyon seklinde
verilmektedir. Daha sonraki uygulamalarin ne zaman yapilacagi konusu tartigmalidir.
Metotreksat ile kombine kullaniimalidir

Sitotoksik T lenfosit antijen (CTLA)-4, T hiicresi lzerinde bulunan,
aktivasyon sonrasinda eksprese olan ve T hiicresi down regiilasyonuna aracilik eden
bir molekiildiir. Abatesept, CTLA-4’lin ekstraseliiler komponentinin, insan IgG1 Fc
pargasina fiize edilmesiyle elde edilmistir. CD28’den daha yiiksek afinitesi
nedeniyle, CD28’in karsit reseptorii olan CD80/CD86’ya baglanmasini Onler.
Abatasept, FDA tarafindan, biyolojik TNF antagonistlerine yeterli yanit alinamayan
aktif RA’l1 hastalarin tedavisi i¢in onay almistir. Uygulanmasi 10 mg/kg dozunda,
her 4 haftada bir iv inflizyon seklindedir.

Tosilizumab, IL-6 monoklonal antikorudur. Anti-TNF tedavilere yanit
alinamayan, orta ve agir RA hastalar1 igin gelistirilmistir. Monoterapi veya
metotreksat ya da diger DMARD’lar ile birlikte kombine olarak kullanilabilir. Aylik
4-8 mg/kg dozunda iv olarak uygulanmaktadir (46).

1.1.2. Lapatinib

Tip 1 Tirozin kinaz reseptorler ailesi ErbB1, ErbB2, ErbB3 ve ErbB4’ten
olusur. ErbB1 EGFR-1, ErbB2 ise EGFR-2 (HER2) olarak da bilinir (47). Cok
bolgeli (multidomain) protein yapisindaki bu reseptorler; ekstraseluler ligand
baglanma bolgesi (ligand-binding domain), transmembran bdlgesi ve intraseliiler

tirozin kinaz bolgesi igerirler (47). ErbB3, tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir.
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Ancak, ligand baglanma bdlgesi icermektedir. EGF ve transforming growth factor-o,
ErbB reseptorlerini uyaran peptid ligand ailesindendir. Ekstaseliiler liganda
baglanma ile reseptdr uyarildiginda, sinyal kaskadindaki proteinleri harekete gecer
ve tirozin otofosforilasyonu ve tirozin kinaz aktivitesi baglar. HER2 nin ekstraseliiler
ligand baglanma bolgesi yoktur ve diger ErbB reseptorlerine yardimci (coreseptor)
olarak ¢aligir (48).

Cok sayida sinyal yolaklar1 ErbB reseptorleri tarafindan aktive edilmektedir.
Mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K),
phospholipase Cy ve signal transducers and activators of transcription (STAT)
yolaklar1 bunlardandir (48). Sonugta; hiicre-siklusu ilerlemesi, apoptoz, anjiogenez
ve hiicre adhezyon fonksiyonlar1 diizenlenir (48). ErbB hedefli tirozin kinaz
inhibitorleri, klinik uygulamalara girmistir. Onkoloji pratiginde kullanilan bazi
ilaglar bulunmaktadir. Romatizmal inflamatuar hastaliklarda, heniiz kullanimi
onaylanmis bir tirozin kinaz inhibitérii bulunmamasina karsin, preklinik ¢alismalarda
etkin sonuclar gozlenmektedir.

Lapatinib, 4-anilinoquinoline tiirevi olan bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (47).
EGFR-1 ve HER2’nin intraseliiler tirozin kinaz bolgelerine reversibl olarak baglanir
ve substrat fosforilasyonunu inhibe eder (49). Boylece, MAPK ve PI3K gibi 6nemli
pek cok yolagin akisini durdurur. Sonug olarak, hiicre siklus ilerlemesi, apoptoz,
anjiogenez ve hiicre adhezyonunu etkilemektedir (49, 50). Lapatinibin inhibitor
konsantrasyonu (ICs), diger tirozin kinaz inhibitdrlerinden 1000 kat daha diistiktiir.

Preklinik caligmalarda, kemirgenlerde ve kopeklerde kardiak toksisite
izlenmemistir. Lapatinib kullanimina iliskin en sik bildirilen yan etki ishaldir ve
gastrointestinal epitelin lokal olarak etkilenmesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Boliinmiis diistik dozlarda kullanim, bu yan etkiyi azaltabilir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(FUHADEK) onay1 alindi. Calisma, standart deneysel hayvan calismalar etik
kurallarmma uygun olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde

(FUDAM) yapuld.
2.1. Deney Hayvanlar

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, FUDAM dan alindi. Ratlar,
% 55£5 nisbi nem bulunan, havalandirma sistemine sahip bir ortamda, 6zel olarak
hazirlanmig ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlarin
beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasi’ndan saglanan pelet seklindeki standart rat
yemleri kullanildi. Ratlara kafeslerde 06zel boliimlere yerlestirilmis ve ug
kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile su verildi. Deney hayvanlarinin
bulunduklar ortam sicakligi 22-24°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlikta birakildu.

2.2. Deneysel Uygulamalar

Deneysel calismada, agirliklar1 200-250 gr olan, 8-10 hafta yaslarda, 30 adet
Wistar albino disi rat kullanildi. Ratlar, Grup I (kontrol grubu), Grup II (artrit grubu),
Grup III (lapatinib grubu) olarak, randomize sekilde 3 gruba ayrildi (her grupta
n=10).

2.3. Artritin Uyarilmasi ve Lapatinib Tedavisi

Tavuk sternumundan elde edilmis tip 2 kollajen (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA), 0.1 M asetik asit ile karistirllarak ¢oziindiiriildii (1mg/ml). Kollajen
soliisyonu, inkomplet Freund's adjuvan1 (Difco Laboratories, Detroit, USA) ile esit
oranda emiilsifiye edildi (12). Hazirlanmis olan bu soliisyon, artrit indiiksiyonu i¢in
Grup II ve III’teki ratlara kuyruk dorsalinden (100 pg/rat) ve arka pengelerinden (her
birine 50 pg) intradermal olarak (toplam: 200 pg/rat) uygulandi. Ilk uygulamadan 7
giin sonra, kuyruk dorsalinden, booster enjeksiyon (100 pg/rat) yapildi.

Kollajen enjeksiyonu yapildiktan sonra, tim ratlar artrit gelisimi ve klinik
artrit skorlamasi acisindan her giin degerlendirildi. Klinik artrit skorlamasi, her iki

arka pencede, 0-4 arasinda puanlama yapilarak degerlendirildi (Tablo 2) (51). Grup
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[IT’teki ratlara artrit gelisiminden bir giin sonra 30 mg/kg/giin dozunda lapatinib

(GlaxoSmithKline laclar1, Istanbul, Tiirkiye) tedavisi orogastrik sonda ile baslandu.

Tablo 2. Klinik bulgulara gore artrit skorlamasi (51)

Klinik bulgu Skor
Artrit yok 0
Ayak ya da ayak bileginde hafif eritem ve 6dem 1
Pencede hafif eritem ve 6dem 2
Pencede orta diizeyde eritem ve 6dem 3
Pencede belirgin 6dem ve ankiloz, hareket kisitlilig 4

2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Tiim ratlar, 29. giin, dekapitasyon ile sakrifiye edilerek ¢aligma sonlandirildi.
Ratlarin gévde kan Ornekleri alind1 ve arka bacaklar1 daha sonraki histopatolojik
analizler i¢in diz altindan ampute edildi. Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve serumlar calisilacagi giine kadar -20°C’de saklandi. Doku

ornekleri, % 10’luk formalin soliisyonu ile tespit edildi.
2.5. Histopatolojik Degerlendirme

Formalin soliisyonu ile tespit edilmis olan doku 6rnekleri, % 10’luk nitrik asit
ile dekalsifiye edilerek (30 giin), parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan alinan
kesitler, Hematoksilen-Eosin (H&E) ile boyandi. Isik mikroskobunda X40, X100,
X200 ve X400 biiyiitmede, patoloji laboratuarinda bir uzman patolog tarafindan
incelenerek, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, pannus olusumu ve eklem ¢evresindeki
kemik yikimlart degerlendirildi (52, 53). 0-4 arasinda puanlama yapilarak
histopatolojik skorlama yapildi (Tablo 3 ve 4).

2.6. Biyokimyasal Degerlendirmeler

2.6.1. Serum Sitokin Diizeyleri

Serum TNF-o (Invitrogen, Camarillo, CA, USA) ve IL-17 (Uscn Life
Science Inc., China) diizeyleri uygun ticari kitler kullanilarak Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile ¢alisildi.
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Tablo 3. Histopatolojik olarak inflamasyon siddetinin degerlendirilmesi (52)

Perisinovyal doku (PD) inflamasyon siddeti Skor
Normal PD 0
PD inflamasyonu, agregat yok 1
PD inlamasyon, yer yer kiiciik fokal agregatlar 2
PD orta diizeyde inlamasyon, ¢ok sayida kiiciik agregat 3
PD yaygin inlamasyon ve bliyiik agregatlar 4

Tablo 4. Histopatolojik olarak artrit siddetinin degerlendirilmesi (53)

Artrit siddeti Skor
Normal kikirdak ve kemik dokusu 0
Sinovyal hiperplazi ya da hipertrofi
Pannus ya da yiizeyel kikirdak erozyonu

Subkondral erozyon, hafif kemik erozyonu

AW N -

Belirgin kemik erozyonu

2.6.2. Serum Malondialdehid Diizeyleri

Serum malondialdehid (MDA) Olglimleri yiiksek performansli  sivi
kromatografi cihazinda (HPLC: High Performance Liquid chromatography,
Shimadzu, Japonya) yapildi.

2.6.3. Serum Anti-oksidan Enzim Aktiviteleri

Serum stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx), aktivitesi uygun ticari kitler (Cayman Chemical, Company, Ann Arbor, MI,
USA) kullanilarak, ELISA yontemi ile ¢alisildi.

2.7. Western Blot Analizler

Eklem dokusu 6rneklerinde nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)
ve hem oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonlart western blot ile g¢alisildi. Rat eklem
dokular1, homojenizasyon solusyonunda [50 mM Tris—HCI (pH=8.0), 150 mM NaCl,
5 mM EDTA, % 1 Triton X-100, % 0.26 sodyum deoksisolat, 50 mM sodyum florid,
10 mM b-gliserofosfat, 0.1 mM sodyum ortovanadat, 10 1g/ml 16peptin ve 50 lg/ml

fenilmetilsiilfonil florid] mekanik homojenizatér yardimiyla soguk ortamda
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homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’de 2 dakika 14.000 g’de santrifiij edildi.
Eklem dokusu homojenatlarindaki protein konsantrasyonu, %10 SDS igeren
poliakrilamid jel ve elektroforez sistemi yardimiyla belirlendi ve nitroseliiloz
membrana aktarim gerceklestirildi. Nitroseliiloz blotlar, 2 kez 5 dakika siireyle
tampon solusyonlar ile yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar % 1’lik sigir serum
albumini ile bloklandi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda Tween—20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroselilloz membranlar, primer
antikorlar ile +4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Blotlar, yikanip,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-mouse immiinoglobulinle inkiibasyona
birakildi. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroseliilloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriinlir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda, DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra, nitroseliiloz membranlar iyice
yikandi. Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklari, analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklari Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim

programi kullanilarak analiz edildi.
2.8. Istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen veriler ortalamatstandart sapma olarak gosterildi.
[statistiklerin hazirlanmasinda SPSS 11.00 bilgisayar paket istatistik programi (SPSS
Inc., Software Chicago, IL, USA) kullanildi. Analizlerde Kruskal Wallis ve Mann-
Whitney U testleri kullanildi. P<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Artrit Skorlamasi

Kollajen ile artrit uyarilmasindan 13-14 giin sonra Grup II ve Grup III’teki
tiim ratlarda artrit gelisti. Grup III 29. giin artrit skoru, kendi grubunun 14. giin skoru
ile karsilastirildiginda daha disiikti (p<0.001) (istatiksel anlamlilik tablo 5’de
gosterilmedi). Grup III’lin 29. giin artrit skoru, Grup II’nin 29. giin artrit skoru ile
karsilastirildiginda diisiiktii (p<0.001) (Tablo 5) (Sekil 1).

Tablo 5. Calisma gruplarinin klinik ve laboratuar verileri

Grup-I Grup-II Grup-III
(Kontrol) (Artrit) (Lapatinib)
(n=10) (n=10) (n=10)
14. giin artrit skoru - 1.4+0.7 1.6+0.5
29. giin artrit skoru - 2.4+0.5 0.3+0.5°
inflamasyon skoru - 4.0+0.0 2.1£0.7°
Destriiksiyon skoru - 3.940.3 1.2+0.4°
TNF-a (pg/mL) 25.6+5.0 62.7+12.9° 26.4+3.3¢
IL-17 (pg/mL) 29.5+8.3 65.7+8.9° 47.0+6.5>¢
MDA (umol/L) 0.58+0.23 1.6+0.2° 0.92+0.13"¢
SOD (U/mL) 12.0+7.3 3.4+1.6° 5.4+1.1°¢
CAT (nmol/dk/mL) 0.33+0.07 0.12+0.08° 0.24+0.02*
GPx (nmol/dk/mL) 335+179 179+45° 307+62¢

*Degerler ortalamatstandart sapma olarak verildi. TNF: Tumér nekroz faktor, IL:

Interlokin, MDA: Malondialdehid, SOD: Stiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GPx:

Glutatyon peroksidaz.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0.05, ® p<0.01

Artrit grubu ile karsilastirildiginda ¢ p<0.05, ¢ p<0.01, ¢ p<0.001



[p<0.001]

Artrit skoru

Grup [T Grup IIT

Grup I1: Artrit grubu
Grup IlI: Lapatinib grubu

Sekil 1. Kollojen ile artrit olusturulan ratlarda 29. giin klinik artrit skorlar

3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Grup III ratlardan alinan eklem doku Orneklerinin histopatolojik
skorlamasinda, inflamasyon ve destrilkksiyon skorlarinda, Grup II ile
karsilastirildiginda, anlamli azalma vardi (her ikisi i¢cin p<0.001) (Tablo 5) (Sekil 2-
4).

3.3. Biyokimyasal Degerlendirme
3.3.1. Serum Proinflamatuar Sitokin Diizeyleri

Grup II’de TNF-a ve IL-17 diizeyleri, Grup I ile karsilastirildiginda, yiiksekti
(her ikisi i¢in p<0.01). Grup III’te, TNF-a ve IL-17 diizeyleri, Grup II ile
karsilastirildiginda, disiikti (her ikisi i¢in p<0.01). Grup III TNF-a diizeyleri Grup
I’den farksiz, IL-17 diizeyleri Grup I’den yiiksekti (IL-17 i¢in p<0.01) (Tablo 5)
(Sekil 5-6).
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Sekil 2. Calisma gruplarinda eklem ve perisinovyal doku histolojik goriiniimleri (A-
C) (H&E X400). A: Grup I (kontrol grubu) ratlarda normal bir perisinovyal doku ve
kikirdak-kemik dokusu. B: Grup II (artrit grubu) ratlarda perisinovyal dokuda
belirgin inflamasyon ve kikirdak-kemik destriiksiyonu. C: Grup III (lapatinib grubu)
ratlarda perisinovyal dokuda 1ilimli inflamasyon ve subkondral kikirdak-kemik

destriiksiyonu.
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3.3.2. Serum Malondialdehid Diizeyleri

Grup II serum MDA diizeyi, Grup I ile karsilastirildiginda, yiiksekti (p<0.01).
Grup III serum MDA diizeyleri, Grup I’den yiiksek ve Grup II’den diisiiktii (sirasiyla
p<0.01, p<0.01) (Tablo 5) (Sekil 6).

3.3.3. Serum Anti-oksidan Enzim Aktiviteleri

Grup 11 SOD, CAT, GPx aktiviteleri, Grup I ile karsilagtirildiginda, diisiiktii
(her biri i¢in p<0.01). Grup II SOD, CAT, GPx aktiviteleri, Grup II ile
karsilastirildiginda, yiiksekti (sirasiyla p<0.05, p<0.01, p<0.01). Grup III SOD, CAT,
aktiviteleri, Grup I ile karsilastirildiginda, diisiiktii (sirasiyla p<0.01, p<0.05). Grup
IIT ve Grup I arasinda GPx aktivitesi agisindan ise anlamli farklilik yoktu (p>0.05)
(Tablo 5) (Sekil 7-9).
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GrupII Grup Il

Grup II: Artrit grubu
Grup IlI: Lapatinib grubu

Sekil 3. Kollojen ile artrit olusturulan ratlarda inflamasyon skorlar1
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Grup II: Artrit grubu
Grup III: Lapatinib grubu

Sekil 4. Kollojen ile artrit olusturulan ratlarda kikirdak-kemik destriiksiyon skorlari

%0

e I pooL ]
3 70
E
=
B
1% 50 o —
bt
=
[_'
=
E 3‘0 -

|

10
GrupI Grup II Grup III

Grup I: Kontrol grubu
Grup II: Artrit grubu
Grup IlI: Lapatinib grubu

Sekil 5. Calisma gruplarinda serum TNF-a diizeyleri
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Grup I: Kontrol grubu
Grup II: Artrit grubu
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Sekil 6. Calisma gruplarinda serum IL-17 diizeyleri
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Serum malondialdehid diizeyi (umol/L)
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Grup I Grup II Grup III
Grup I: Kontrol grubu

Grup II: Artrit grubu

Grup IlI: Lapatinib grubu

Sekil 7. Calisma gruplarinda serum malondialdehid diizeyleri
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Serum stiperoksit dismutaz aktivitesi (U/mL)

Grupl

Grup I

Gﬂ']p 11T
Grup I: Kontrol grubu

Grup 11: Artrit grubu
Grup III: Lapatinib grubu

Sekil 8. Calisma gruplarinda siiperoksit dismutaz aktiviteleri

I, p<0.01

[e<0os ]

p<0.01

Serum katalaz aktivitesi (nmol/min/mL)

0.0

GrupI Grup I Grup IIT
Grup I: Kontrol grubu

Grup 11: Artrit grubu
Grup III: Lapatinib grubu

Sekil 9. Calisma gruplarinda serum katalaz aktiviteleri
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100 «

Serum glutatyon peroksidaz aktivitesi (nmol/min/mL)

Grup I Grup II Grup III
Grup I: Kontrol grubu
Grup II: Artrit grubu
Grup III: Lapatinib grubu

Sekil 10. Caligma gruplarinda serum glutatyon peroksidaz aktiviteleri

3.4. Western Blot Analizler

Grup I ile karsilastirildiginda, Grup II’de Nrf2 ve HO-1 ekspresyonlarinda
azalma vardr (her ikisi i¢in p<0.05). Lapatinib tedavisi ile Nrf2 ve HO-I
ekspresyonlarinda artig belirlendi (her ikisi i¢in p<0.05) (Sekil 11-12).
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GruplI GrupIl GrupIII

* Artrit grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Sekil 11. Calisma gruplarinda eklem dokusu Nrf2 ekspresyonlar1 (iist) ve oransal

karsilastirmalari (alt)

100 4

Grupl GrupII Grup I11

* Artrit grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Sekil 12. Calisma gruplarinda eklem dokusu hemoksijenaz ekspresyonlari (list) ve
oransal karsilagtirmalari (alt)
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada, kollajen ile uyarilan deneysel artrit modelinde, bir tirozin kinaz
inhibitdrii olan lapatinib tedavisinin etkinligi arastirilmistir. Inkomplet Freund’s
adjuvaniyla emdtlsifiye edilen tip II tavuk kollajeninin 1. ve 8. giin uygulanmasi
Wistar albino cinsi disi ratlarda, 12.-13. giinlerde artrit gelisimine neden oldu.
Herhangi bir tedavi uygulanmayan artrit grubundaki ratlarda perisinovyal doku
(PD)’da yaygin inflamasyon, sinovyal hipertrofi ve hiperplazi, pannus formasyonu,
belirgin kikirdak ve kemik erozyonu vardi. Ek olarak, proinflamatuar sitokinler olan
TNF-a, IL-17 ve MDA serum diizeyleri artti ve SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri azaldi. Lapatinib tedavisi ise klinik olarak artrit skorunda azalmaya,
histopatolojik olarak PD inflamasyonu ve kikirdak-kemik erozyonunu geriletti,
serum TNF-a ve IL-17 diizeylerini azaltt1 ve anti-oksidan enzim aktivitelerini artirdi.

Romatoid artrit, eklemlerde inflamasyon ve destriikksiyona neden olan ve
yasam kalitesini bozan bir hastaliktir. Son yillarda, RA tedavisinde tedavi
yontemlerinde olumlu gelismeler saglanmistir. Konvansiyonel tedavilere yanitsiz
direngli hastalarda, metotreksat ve bir biyolojik ajanin kombinasyonu ile iyi sonuglar
alinmaktadir. Tiim bu iyi gelismelere karsin, yine de bu tedavilere yanitsiz hastalarla
karsilasilmaktadir. Ek olarak, tedavi giderleri de oldukca artmistir. Diisiik maliyetli
etkin tedavilere gereksinim devam etmektedir.

Anjiogenez, RA patogenezinde Onemli yer tutan ve kikirdak-kemik
destriiksiyonuna yol agan sinovyal hiperplazinin en erken lezyonudur. Erken RA
hastalarinda, sinovyal hiperplazi ve mononiikleer hiicre infiltrasyonundan Once
vaskiiler yogunlukta degisim oldugu gosterilmistir (1, 54). Ek olarak, sinovyal
vaskiiler yogunlugun sinovyal hiperplazi ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile
korele oldugu ve daha siddetli eklem destriikksiyonunun bir belirteci oldugu
bildirilmektedir (55). Hiperplastik sinovyumun yapilandirilmasina ek olarak,
anjiogenez, inflamatuar hiicrelerin o bolgeye gogiinii saglayarak, inflamatuar
mikrogevrenin siiregenligini saglamaktadir (1). Deneysel artrit modelinde, potent bir
proanjiogenik sitokin olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ne karsi
gelistirilen antikorlar ile yapilan anjiogenez inhibisyonunun, artrit siddetini ve
sinovyal hiperplaziyi gerilettigi gosterilmistir (5). EGFR’ye kars1 gelistirilen
antikorlar ile anjiogenezin inhibe edildigi gosterilmis olmasma karsin (8), EGFR
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blokajinin artrit tedavisindeki yeri simdiye kadar arastirilmamistir. Bu ¢alismada,
EGFR tirozin kinaz inhibitdrii olan lapatinib tedavisinin kollajen ile uyarilan artrit
modelinde, kikirdak ve kemik destriiksiyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Giliniimiizde, TNF-o’nin inflamatuar eklem hastaligi patogenezinde onemli
rol oynadig1 bilinmektedir. RA hastalarinda, TNF-a ekspresyonu sinovyal
membranda ve 6zellikle de kikirdak-pannus bileskesinde olmaktadir (55). TNF-a
sinovyal fibroblast proliferasyonunu, kikirdak ve kemik rezorbsiyonunu ve sinovyal
hiicrelerden kollejenaz sentezini uyarir (55, 56). Endoteyal hiicrelerden adhezyon
molekiilleri sentezini uyararak, noétrofil ve lenfositleri inflamatuar bolgeye
yonlendirir (57). TNF-o0, bunlara ek olarak, diger proinflamatuar sitokinlerin de
sentezini artirmaktadir (55). Anti-TNF ilaglar ile inflamatuar eklem hastaliklarinda
elde edilen basarili sonuglar da TNF-o’nin inflamasyondaki Onemini ortaya
koymaktadir. Calismamizda, kollajen ile artrit uyarilmasi TNF-a diizeyinde artisa
neden olmus ve lapatinib tedavisi ile TNF-a baskilanmistir. Olasilikla, lapatinibin bu
etkisi de, inflamasyonun baskilanmasina ve kikirdak-kemik destriiksiyonunun
onlenmesine katki yapmaktadir.

Interldkin-17, baslica CD4+ T (Th17) hiicrelerden sentezlenen bir sitokindir.
Bununla birlikte, diger immiin hiicrelerden de sentezlendigi bilinmektedir. TNF-a ile
sinerjistik etki gosterir ve diger proinflamatuar sitokinlerin sentezini uyarir (58, 69).
RA’da, IL-17, degradasyona neden olan enzimlerin sinovyal fibroblastlardan
salinmasin1 baglatmaktadir (58). Ayrica, yine bu degradatif enzimleri sentezleyen
kondrosit ve makrofajlar1 aktive eder ve bu da eklem destriiksiyonuna neden olur
(60). Kikirdak ve kemik destriiksiyonundaki en onemi enzimler, MMP’lardir. IL-
17°nin sinovyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlardan MMP sentezini artirdigi
gosterilmistir (60). Ek olarak, IL-17’nin kemik rezorbsiyonunda 6nemli rol oynadigi
bilinen osteoklastlar1 aktive ettigi ve kikirdak destriiksiyonuna katki yaptig
diistiniilen nitrikoksit ve prostoglandin E2 sentezini uyardigi gosterilmistir (61, 62).
RA’da, IL-17’nin eklem destriiksiyonundaki roliinii gostermek i¢in, Chabaud ve ark.
(63) rekombinant fare IL-17’sinin normal fare eklemine enjekte edildiginde eklem
destriiksiyonuna neden oldugunu belirlemislerdir. Lubberts ve ark. (64) ise kollajen

ile uyarilan artrit modelinde, anti-IL-17 antikor tedavisinin kikirdak ve kemik
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erozyonunu Onledigini kanitlamiglardir. Calismamizda, lapatinib tedavisinin IL-17
diizeyini azalttig1 ve kikirdak ve kemik destriiksiyonunu 6nledigi belirlenmistir.

Reaktif oksijen radikalleri inflamatuar durumlarda, O6zellikle inflamatuar
eklem hastaliklarinda, asir1 sekilde artar. Bunlarin arasinda superoksit anyonu (O,)
inflamasyonda 6nemli rol oynamaktadir. SOD enzimi ve diger anti-oksidan enzimler,
reaktif oksijen radikallerini notralize ederler ve yiiksek derecede agresif olan bu
tiriinlerin yapmis oldugu hasarlart 6nlerler (65). Reaktif oksijen radikalleri, sitokinler
ve prostoglandinlerle birlikte, inflamatuar odaklardan bolca iiretilirler ve bu durum,
azalmis anti-oksidan enzim diizeyleri ile iligkilidir (65). Reaktif oksijen iiriinleri,
kikirdak hasarinin gelismesinde dnemli rol oynarlarlar (65-67). intraartikiiler SOD
uygulamasinin ve SOD mimetiklerin, klinik iyilesme ve inflamasyon diizeyinde
azalma ile iligskili oldugu gosterilmistir (68, 69). Bizim calismamizda, lapatinib
tedavisi anti-oksidan enzim diizeylerini artirmistir. Lapatinib tedavisi, anti-oksidan
etki gostermis, inflamasyonu ve kikirdak-eklem destriiksiyonunu azaltmistir.

Sonug¢ olarak, kollajen ile wuyarilan deneysel artrit modelinde, artrit
patogenezinde Onemli rol oynayan anjiogenezi inhibe eden EGFR tirozin kinaz
inhibitorii lapatinib, kikirdak ve kemik detriiksiyonunda 6nemli rolleri olan TNF-a
ve IL-17 diizeylerini baskilamakta, anti-oksidan aktiviteyi artirmakta ve kikirdak-
kemik destriiksiyonunu onlemektedir. Bu 6zellikleri ile lapatinib, RA tedavisinde

umut verici bir ajan gibi géziikmektedir.
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