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OZET

Amac: Romatoid artrit (RA) otoimmiin bir hastalik olup etiyolojisi hentiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Bununla birlikte RA'll hastalarin sinovyal sivilarinda asirn miktarda reaktif oksijen tiirevleri tespit
edilmistir. Dolayisiyla sistemik enflamasyon ve oksidatif stresin RA patogenezinde Onemli bir rol
oynadidi diisiinilmektedir. Bizim bu calismadaki amacimiz RA’ll hastalarda oksidatif stres ve
enflamasyonla iliskili markirlar olan iskemi modifiye albiimin (IMA), metilglioksal (MQG) diizeylerini ve
serum prolidaz aktivitesini (SPA) arastirmak ve bu markirlar ile hastalik aktivitesi arasindaki iliskinin
aydinlatilmasina katkida bulunmaktir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 50 RA hastasi ve 50 saghikli goniillii dahil edilmistir. Serum iMA diizeyleri
ve SPA spektrofotometrik yontemle (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis, US), MG duzeyleri ise
kromatografik yontemle (Thermo Ultimate 3000 Ultra-Yiiksek Performansh Likit Kromatografisi)
olcliilmustiir. Hastalara ait c¢esitli hematolojik ve biyokimyasal parametreler sirasiyla Beckman Coulter
LH 780 ve Beckman Coulter AU 5800 (Beckman Coulter, Brea, USA) otoanalizorlerinde, Eritrosit
sedimentasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein (CRP) diizeyleri ise sirasiyla Alifax (Padova, Italy) ve
IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) cihazlarinda olgiilmustiir.

Bulgular: RA grubunda serum iMA, MG diizeyleri ve SPA kontrol grubuna goére istatiksel olarak anlamh
duzeyde yiiksek bulunurken, diisiik diizeyde hastalik aktivitesine sahip bireylerin (DAS 28 =< 3.2, n=24)
MG ve iMA diizeyleri orta diizeyde hastalik aktivitesine sahip bireylere (DAS-28: 3.2-5.1, n=26) gore
istatiksel olarak anlaml diizeyde diisuk bulunmustur.

Sonuc: Bu calisma RA patogenezinde oksidatif stres ve enflamasyonun énemli bir rolii oldugunu, ayrica
serum IMA ve MG diizeyleri ile hastalik aktivitesi ve siiresi arasinda bir iliski oldugunu goéstermektedir.

Anahtar kelimeler: Romatoid Artrit; Oksidatif Stres; Enflamasyon; iskemi Modifiye Albumin; Prolidaz.
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Romatoid artritte oksidatif stress
Oxidative stress in rheumatoid arthritis

ABSTRACT

Aim: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease and its etiology hasn’t been fully elucidated.
However, excessive amounts of reactive oxygen derivatives have been detected in the synovial fluids of
patients with RA. Therefore, systemic inflammation and oxidative stress are thought to play an
important role in the pathogenesis of RA. Our aim in this study is to investigate the ischemia modified
albumin (IMA), methylglyoxal (MQ) levels and serum prolidase activity (SPA) in RA.

Material and Methods: The study were included 50 RA patients and 50 healthy volunteers. IMA levels
and SPA were measured by spectrophotometric method (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis, US), and MG
levels were measured by chromatographic method (Thermo Ultimate 3000 Ultra-High Performance
Liquid Chromatography). Various hematological and biochemical parameters were determined by
Beckman Coulter LH 780 and AU 5800 (Beckman Coulter, Brea, USA) autoanalyzers, respectively.
Erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP) levels were measured by Alifax
(Padova, Italy) and IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA), respectively.

Results: Serum IMA, MG levels and SPA were found to be significantly higher in the RA group compared
to the control group, while MG and IMA levels of patients with low disease activity (DAS 28 < 3.2) were
found to be statistically significantly lower than patients with moderate disease activity (DAS-28: 3.2-
5.1).

Conclusion: This study shows that oxidative stress and inflammation play an important role in the
pathogenesis of RA, and that there is a relationship between serum IMA and MG levels with disease
activity and duration.

Key words: Rheumatoid Arthritis; Oxidative Stress; Inflammation; Ischemia Modified Albumin;
Prolidase.

GIRIS teshisi, eklem hasarmin ilerlemesinin, kalici
sakathdin, ekstraartikiiler semptomlarin 6n-
lenmesinde ve tedavi maliyetlerinin azaltil-
masinda son derece onemlidir (1). Sigara,
silika maruziyeti, enfeksiy6z ajanlar, D vita-
mini eksikligi, obezite, mikrobiyata degisimi
gibi cevresel etmenler, genetik yatkinlik ve
kadin cinsiyet RA icin tanimlanmis birer risk
faktortudiir (4). RA'nin etiyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte sistemik enflamasyon
ve eslik eden oksidatif stresin RA patogene-
zinde onemli bir rol oynadiqi disiinilmek-
Romatoid artrit (RA) primer olarak sinovyal tedir (5, 6).

eklemleri etkileyen, kronik, enflamatuvar,
otoimmuin bir hastaliktir ve ilerleyici sakatlik,
erken Olim ve artmis sosyoekonomik ytikle
iliskilidir (1). RA'nin prevelansi %0.5-1 olup,
kadinlarda goriilme olasihdl erkeklere gore
yaklasik 3 kat daha fazladir (2). Ortalama tani
yasi ise 35-60 yas arasidir (3). Hastaligin
Klinik gOstergeleri arasinda artralji, eklem
iltihabi, kizariklik, sislik ve hareket kisithhidi
yer almaktadir. Kontrol edilmeyen veya
siddetli RA'da keratit, pulmoner graniilomlar,
perikardit/plorit, vaskilit ve diger spesifik
olmayan ekstraartikiilar semptomlarin gelis-
me riski vardir. Dolayisiyla hastaligin erken

Periferik arter hastaligi (PAH) kalbi yada beyni
besleyen damarlar disindaki orta ve buyik
captaki arterlerin daralmasi yada tikaniklidi
ile karakterize olan progresif bir kardiyovas-
kiiler hastaliktir. PAH, alt ekstremiteleri tist
ekstremite damarlarindan daha sik etkile-
mektedir ve alt ekstremite PAH Kladikasyo
intermitant olarak bilinen tekrarlayan yor-
gunluk, kramp hissi ve agriya yol acabilmek-
tedir.

Bir dikarbonil bilesigi olan, metilglioksal
(MG) hiicresel metabolizmanin bir yan tri-
nudur dolayisiyla normal yada patolojik
kosullarda tiim hiicrelerde bulunmaktadir.
Enzimatik ya da nonenzimatik yollarla iiretile
bilmekte olup, MG olusum hizi organizmaya,
dokuya, hiicre metabolizmasina ve fizyolojik
kosullara bagh olarak degisiklik gostermek-
tedir (7). MG protein ve yagd asiti metaboliz-
masinin yan urini olarak uretilebilse de,
gliseraldehit-3-fosfat (GAP) ve dihidroksi-
aseton fosfat (DHAP)'n glikolitik yolakla
degredasyonu MG uretiminin en O6nemli
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endojen kaynadidir. Asirt MG tretimi reaktif
oksijen turevlerinin (ROS) tiretimini arttirarak
oksidatif strese yol acmaktadir (8). Son de-
rece reaktif bir metabolit olan M@, insanlarda
bilinen en giglii glikasyon ajani olup ileri
glikasyon son uriinleri (AGEs)' nin major
prekursorudur (9). Seliiler veya ekstraseltiler
proteinler, lipidler ve DNA'min hizli bir sekilde
glikasyon iirunlerine doénustimune yol
acmakta ve bu biyomolekiillerin yapisini
degistirerek fonksiyonlarini modiile etmek-
tedir (10). Hiicresel apoptoz, oksidatif stres,
enflamasyon ve AGE olusumunu indiikle-
yerek yaslanma ve endotelyal disfonksiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif
hastaliklar, diyabet, kanser ve konnektif bag
doku hastaliklar1 gibi c¢esitli hastaliklarin
patogenezine dahil olmaktadir (11, 12).

Metalloproteinaz ailesinin bir {iyesi olan
prolidaz karboksil terminalinde prolin yada
hidroksiprolin iceren di- veya tripeptitleri
parcalayan homodimerik bir enzimdir ve
kollajen turnoverinda, matriksin yeniden
yapilandiriimasinda ve hiicre biiyiimesinde
hayati bir rol oynamaktadir (13, 14). Prolidaz
enzim aktivitesi, mide, kalp, beyin, pankreas,
bdbrek, karaciger gibi cesitli dokularda tespit
edilmis olup, prolidaz aktivitesindeki degisik-
liklerin osteoporoz, kronik hepatit, diyabet,
bipolar bozukluk, sizofreni gibi cesitli
hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir (15).
Ayrica, yapilan calismalar oksidatif stres
marKirlan ile serum prolidaz aktivitesi (SPA)
arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
ortaya koymustur (13, 14, 16).

Oksidatif stres ve enflamasyonla iliskili
markirlardan bir digeride, iskemik kosullarda
olusan serbest radikallerin neden oldugu
modifikasyon sonucunda albuminin kobalt,
bakir, nikel gibi gecis metallerine baglanma
yeteneginin azalmasiyla olusan, akut iskemi
ve akut koroner sendromun erken tanisinda
kullanilan bir markir olan iskemi modifiye
albumin (IMA)ydir. IMA diizeylerinin vitiligo,
Behcet, psoriyazis gibi dermatolojik hastalik-
lar, inme, akut mezenterik iskemi, kanser
gibi iskemik olaylarda yukseldidi gosteril-
migtir (17, 18).

Bizim bu calismadaki amacimizda RA hasta-
larinda oksidatif stres ve enflamasyonla
iliskili markirlar olan serum IMA, metilgli-
oksal diizeylerini ve SPA'y1 arastirarak bu
markirlarin RA patogenezindeki roluniin ve
hastalik aktivitesiyle iliskisinin aydinlatiima-
sina katkida bulunmaktir.

GEREC VE YONTEM
Hastalar

Calismaya Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Romatololoji poliklinigine basvu-
ran ve 2010'da yayinlanan The American
College of Rheumatology / The European
League Against Rheumatism (ACR/EULAR)
kriterlerine goére RA tanist almis olan 50
hasta ile yas ve cinsiyet dagilimi uyumlu
olan, herhangi bir kronik, enflamatuvar has-
tahdr bulunmayan 50 sagdhkli kontrol dahil
edildi (19). Hastalik aktivitesini ve Olciilen
biyokimyasal parametreleri etkileyebilecek
baska bir romatolojik, enflamatuvar hastalgi
olan, diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi,
kanser, norololojik ve psikiyatrik hastaliklari
olan, bobrek, karaciger yetmezligi, enfeksi-
yOz hastaliklar1 olan bireyler, vitamin takvi-
yesi alan bireyler calismadan dislanmistir.
Calismamiz Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi
Yerel Etik Kurul Baskanlhiginin 18/09/2019
tarih ve 2019/216 sayili etik kurul Karariyla
onaylanmistir. Etik kurul onaymni takiben
katilmcilardan serum separator jelli ve
EDTA’lW tiiplere totalde 6 mL kan Ornedi
alinmis, jelli tiplere aliman kanlar 3500 g'de
10 dakika santrifiij edilerek serum Ornekleri
ayrilmis ve analize kadar -80°C'de saklan-
mistir. Hastalik aktivitesini belirlemede kulla-
nilan ve klinik, laboratuvar, radyolojik deger-
lendirmeleri kapsayan bir indeks olup hassas
eklem sayisi, sis eklem sayisi, Eritrosit
sedimentasyon hizi (ESR) ve hastanin genel
durumunu ile iligkili olan DAS-28 skoru
(hastalik aktivite skoru) ise romatoloji
uzmanlar1 tarafindan belirlenmistir. Ayrica
hasta grubu hastalik aktivite skoruna (DAS-
28) gore dusuk duzeyde (DAS 28 = 3.2,
n=24) hastalik aktivitesine ve orta duzeyde
(DAS-28: 3.2-5.1, n=26) hastalik aktivitesine
sahip olan bireyler olarak ikiye boliinmus ve
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bu iki grup serum IMA, MG diizeyleri ve SPA
yoniinden kiyaslanmuistir.

Rutin Laboratuvar Parametrelerinin
Olciimii

EDTA'll tiiplere alinan tam kan 6rneklerinde
16kosit (WBC), hemoglobin (HGB), hematokrit
(HCT), eritrosit (RBC), platelet (PLT), ortalama
eritrosit hacmi (MCV), ortalama Korpuskiiler
hemoglobin (MCH), eritrosit dagilm genisligi
(RDW), trombosit dagilim genisligi (PDW),
ortalama platelet hacmi (MPV), nétrofil (NEU),
lenfosit (LYM) sayisi Beckman Coulter LH 780
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) otoa-
nalizériinde ticari Kitler Kullanilarak tiretici
talimatlarina gore Olculmiuistiir.  Notrofil
lenfosit (NLO) ve platelet lenfosit oranlari
(PLO) ise Olcuilen notrofil, platelet ve lenfosit
diizeylerinden hareketle hesaplanmistir. ESR
diizeyleri Alifax (Padova, Italy) cihazinda
Olciilirken, C-reaktif protein (CRP) duizeyleri
immunonefelometrik yontemle IMMAGE 800
(Beckman Coulter, Brea, USA) cihazinda
olciilmuistur.

Ayrilan serum Orneklerinde ise, kreatinin
(CREA) ve alanin aminotransferaz (ALT) dii-
zeyleri Beckman-Coulter AU 5800 (Beckman
Coulter, Brea, USA) cihazinda ticari Kitler
kullanilarak  uretici  talimatlarma  gore
olcilmustr.

Kimyasallar

2-metilkinoksalin (2-MQ) (CAS Numarasi
7251-61-8), 5-metilkinoksalin (5-MQ) (CAS
Numarasi: 13708-12-8), orto-fenilendiamin
(0-PD) (CAS Numarasi: 95-54-5), perklorik
asit (PCA) (ACS reaktif derecesi) (CAS Numa-
ras1:7601-90-3), Tris HCl (CAS Numarasi:
1185-53-1), L-Glutatyon (CAS Numarasi: 70-
18-8), MnCl, (CAS Numarasi: 7773-01-5), L-
Prolin-Glisin (CAS Numarasi 2578-57-6),
asetik asit (CAS Numarasi: 64-19-7), sodyum
hidroksit (CAS Numarasi:1310-73-2), hidrok-
lorik asit (CAS Numarasi 7647-01-0), ninhid-
rin (CAS Numaras1:485-47-2), o- fosforik asit
(CAS Numarasi: 7664-38-2), prolin (CAS Nu-
marasi: 147-85-3), kobalt klorid (CAS Numa-
rasi: 7646-79-9), dithiothreitol (DTT) (CAS
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Numarasi: 3483-12-3), HPLC analizlerine
uygun saflikta asetonitril (CAS Numarasi: 75-
05-8), metanol (CAS Numarasi: 67-56-1), su
(CAS Numarasi: 7732-18-5) Sigma-Aldrich'ten
(St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

Serum Metilglioksal Analizi

Serum MG diizeyleri Wang ve ark. tarafindan
bildirilen yontem modifiye edilerek ol¢iilmiuis-
tiir (20). Kisaca, 200 pL serum o6rnedi koyu
renkli ependorflara alinarak tizerine 200 uL
i¢ standart (5-metilkinoksalin, 69 mM), prote-
inleri coktiirmek amaciyla 100 pL perklorik
asit ve turevlendirici olarak taze hazirlanmis
250 pL orto-fenilen diamin (100 mM) eklen-
mis ve 30 saniye vortekslenmistir. Ependor-
flardaki numuneler karanlk ortamda, 25
°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra 3500
d'de (4 °C'de) 10 dakika santrifiij edilmis ve
200 pL slipernatan insert viallere alinarak
Thermo Ultimate 3000 Ultra-Yiiksek Perfor-
mansh Likit Kromatografisi (UHPLC) siste-
mine 20 pL O6rnek enjekte edilmistir.

MG duzeylerinin kantitasyonu turevlendirme
reaksiyonu sonucunda olusan 2-metilkinok-
salinin 315 nm dalga boyunda verdigi
absorbanstan yararlanilarak gerceklestiril-
mistir. Kromatografik ayrimi sadlamak icin
kolon olarak Phenomenex Luna C18 (3 wum,
4.6x50 mm) ve mobil faz olarak ise
su:asetonitril karisimi  (4:1, %v:v) izokratik
eliisyonla 1.2 mL/dak. akis hizinda uygulan-
mustir. Yontemin, total analiz siiresi ve kolon
sicaklidl ise sirasiyla 10 dakikaya ve 35 °Cye
ayarlanmistir. MG duzeylerinin Olcimu icin
gelistirilen yontemin linearite calismasi
MG'nin %1 bovin serum albumin iceren
fosfat tamponlu salin ¢ozeltisinde hazirlanan
0.78 uM, 1.56 uM, 3.13 uM, 6.25 uM, 12.5
uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyon
diizeylerindeki kalibrasyon standartlarinin cift
tekrar analizi ile gerceklestirilmistir. Linearite
calismasi sonucunda yontem 0.78-100 uM
konsantrasyon araliklarinda lineer (r*>0.996)
bulunmustur. Diger validasyon calismalari
icinse MG'nin % 1 BSA iceren fosfat tam-
ponlu salin ¢ozeltisinde 0.78, 2.34, 50, 75 ve
100 uM konsantrasyon dizeylerindeki calis-
ma c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu diizeyler icin
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yontemin gun ici varyasyon katsayisi (CV)
degerlerinin %2.4 ile %6.6, %dogruluk de-
derlerinin %88.9 ile %108.3 arasinda degis-
tigi, giinler aras1 %CV degderlerinin %4.4 ile
%9.6 arasinda, %dogruluk degerlerinin ise
%86.4 ile %111.5 arasinda degistigi saptan-
mistir. Bu diizeyler icin hesaplanan %geri
kazanim dederleri %89.8 ile % 98.4 arasinda
degisirken, matriks etkisi ise %11'in altin-
daydi.

Serum Prolidaz Aktivitesinin Olciimii

SPA, Myara ve ark. tarafindan gelistirilen
yontemin modifikasyonu ile dl¢tilmustur (21).
Kisaca, 100 pL serum 6rnedi 100 pL serum
fizyolojik ¢ozeltisi ile dilue edilerek 30 saniye
vortekslenmistir. Olusan karisimdan ayri
ependorflara 25 pL alinarak uizerine 75 pL
on inkiibasyon karisimi (1 mmol/L glutatyon,
50 mmol/L MnCI2 iceren 50 mmol/L Tris HC1
pH 7.0 tamponu) eklenmis, 37°C'ye ayarlan-
mis etiivde 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra, inkubasyon karisimina 100 pL 144
mmol/L glisin-prolin (pH: 7.8) ¢Ozeltisi eklen-
mis, ve 30 saniye vortekslendikten sonra 37 °
C' ye ayarlanmis etiivde 5 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonununda cam reak-
siyon tuiplerine alinan karisima 1 mL glasiyel
asetik asit, 300 pL Tris HCI tampon ¢Ozeltisi
(pH: 7.8), 1 mL ninhidrin reaktifi (3 g/dL
ninhidrin, 0.5 mol/L ortofosforik asit iceri-
sinde coziildii) eklenmis ve reaksiyon kari-
simi, 90 °C' ye ayarlanmis su banyosunda
adz1 kapal bir sekilde 25 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Siire sonunda tupler hizla
sodutularak numunelerin ve hazirlanan stan-
dartlarin 515 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri spektrofotometre cihazinda (Perkin
Elmer Lambda 25 UV/Nis, US) oOlculmiistiir.
Prolidaz aktivitesi tayininde Olgiilen prolin
konsantrasyonlar1 standart olarak Kkullanilan
5 mg/dLllik L-prolin ile Kkarsilastirilarak he-
saplanmustir. Prolidaz enzim aktivitesi birimi
olarak, enzimin Prolin-Glisin substratini
parcalayarak prolin olusturdugu basamaktaki
1 dakikada olusan umol/L cinsinden prolin
olarak tanimlamistir. Yontem 2.5 mmol/L
(2500  pmoL/L = 2500 U/L)ye  kadar
0.9965'lik korelasyon katsayisiyla lineer
olarak bulunmustur. Yontemin tayin limiti

0.009 mmol/L (9 pmoL/L =9 U/L) olarak
tespit edilmistir. Calisma ici tekrarlanabilirlik
calismalann ise hazirlanan diisik (600
pmoL/L= 600 U/L), orta (800 pmoL/L= 800
U/L) ve yuksek diizey (1200 pmoL/L=1200
U/L) serum havuzlarinin tek bir runda 20
tekrar analiziyle, calismalar arasi tekrarlana-
bilirlik calismasi ise dusik (600 pmoL/L=
600 U/L), orta (800 pmoL/L= 800 U/L) ve
yiksek diizey (1200 pmoL/L=1200 U/L)
serum havuzlarinin 5 badimsiz runda 4‘er
tekrar analizi ile gerceklestirilmistir. Calisma
ici %CV degerleri %6.7'den, calismalar arasi
%CV dederleri ise %9.8’den dusiik bulun-
mustur. Geri kazanim calismasinda ise her 3
dizey icin ortalama ekstraksiyon geri
kazanimi %97.4 olarak bulunmustur.

iskemi Modifiye Albumin Diizeylerinin
Olciimii

IMA diizeyleri, Bar O ve ark. tarafindan
bildirilen yontem ile dlciilmustiir (22). Kisaca;
ependorflara 200 pL serum 6rnedi, 50 pL %
0.1 Kkobalt Kloriir ilave edildikten sonra elde
edilen karisim, 10 saniye boyunca vorteks-
lenmis ve ardindan 10 dakika oda sicakligin-
da inkiibe edilmistir. Stre sonunda, 50 pL
Ditiyotreitol (DTT) (1.5 mg/mL) serbest kobalt
ile kolorimetrik reaksiyonu saglamak icin
reaksiyon karisimina ilave edilmis ve 2
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra ependorflar-
daki Kkarisimlara, reaksiyonu durdurmak
amaciyla 1 mL izotonik salin ¢ozeltisi eklen-
migstir. KOr tupii ise herbir serum 6rnegi icin
ayni prosedurle DTT eklenmeden hazirlan-
mistir. Numuneler ve Korlere ait absorbans
degderleri 470 nm dalga boyuna ayarlanmis
spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Vis, US) oOlciilerek aralarindaki
fark serum IMA diizeyleri olarak ifade
edilmistir. Yontemin calisma ici ve calismalar
arasi %CV duzeyleri 20 sadhkli ve 20 RA'h
bireyden alinan serum 6rneklerinden hazirla-
nan 2 farkhh diizeydeki serum havuzuyla
gerceklestirilmistir. Calisma igi tekrarlanabi-
lirlik calismasi 2 farkl seviyede serum havu-
zunun (ortalama=SD: 0.456=+ 0.13 ve 0.644
*+ 0.16) 20 tekrar analizinden hareketle
hesaplanmis ve sirasiyla bu diizeyler icin
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%4.4 ve %3.6 olarak bulunmustur. Calisma-
lar arasi tekrarlanabilirlik calismasi ise yine
ayni duzeylerle 4 bagimsiz runda 5’er tekrar
olciim ile gerceklestirilmis ve %CV degerleri
sirastyla %5.3 ve %6.7 olarak bulunmustur.

Istatiksel Analiz

istatistiksel ~ degerlendirmeler ‘Statistical
Packages for the Social Sciences’ (SPSS)
versiyon 21.0 programi kullanilarak yapilmis-
tir. Siirekli degiskenlerin dagilimi Kolmogo-
rov-Smirnov testi ile analiz edilmistir. Orta-
lama ve medyan degerler arasindaki ista-
tiksel Kkiyaslamalar ise sirasiyla Independent
Samples t ve Mann Whitney U-testleri kullani-
larak yapilmistir. Korelasyonlar, Spearman’s
korelasyon testi ile degerlendirilmistir. Para-
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metrik ve non-parametrik degiskenlere ait
istatistiksel bulgular sirasiyla ortalama =
standart sapma ve ortanca (minimum-maksi-
mum) olarak belirtilmistir. P<0.05 duzeyi
istatiksel olarak anlaml farklilik diizeyi olarak
kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya 50 RA hastasi ve 50 saglikli
kontrol dahil edilmistir. Gruplarin yas ortala-
masi sirasiyla 51.22*3.69 ve 51.19+3.27
olup, yas ortalamalart arasinda istatiksel
olarak anlamh bir farkliik yoktur (p=0.982).
Hasta ve kontrol grubuna ait demografik
veriler Tablo 1'de, laboratuvar verileri Tablo
2'de Ozetlenmistir.

Tablo 1. Katihmcilara ait demografik ve Klinik veriler.
Table 1. Demographic and clinical data of the participants.

Parametreler RA grubu (n=50) Kontrol grubu (n=50) P
Yas (yil)* 51.22+3.69 51.19+3.27 0.982¥
Cinsiyet (E/K) 20/30 22/28 0.774%
BKi (kg/m?)* 28.14+2.49 27.52+2.45 0.218¥
Hastalik siiresi* 5 (1-15)

RF (+/-)

39/11 (%78)

Anti-CCP (+/-)

30/20 (%60)

DAS-28* 3.44+0.74
TNF-a inhibitorleri
infliximab 2 (%4%)
Golimumab 1 (%2)
Adalimumab 2 (%4)
Etanercept 3 (%6)
DMARD'lar
Hidroksiklorokin 20 (%40)
Metotreksat 21 (%42)
Siilfosalazin 30 (%60)
Leflunomid 20 (%40)

*: degerler ortalama (+ SD) olarak verilmistir, *: degerler Median(min-max) olarak verilmistir, ¥: p degeri
Independent Samples Test ile bulunmustur. X: p dederi Chi-square Test ile bulunmustur. BKi, beden kitle indeksi;
anti-CCP, anti Sitriiline Protein Antikoru; DAS-28, hastalik aktivite skoru; DMARD, hastallk modifiye edici

antiromatizmal ilag; RF, romatoid faktor.
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Tablo 2. RA ve kontrol grubunda cesitli laboratuvar parametrelerinin Kiyasi.
Table 2. Comparison of various laboratory parameters in RA and control groups.

Parametre RA grubu (n=50) Kontrol grubu (n=50) p
WBC (K/uL)* 9.21+3.79 7.79+1.61 0.023
HGB (g/dL)* 13.42+1.74 13.63+x1.75 0.521%

HCT (%)* 40.71+5.68 41.30+4.78 0.583%
PLT (K/uL)* 303.82+61.99 272.91+66.19 0.020"

RBC (10e6/uL)* 4.70x0.47 4.85+0.49 0.141%

MCV (fL)* 88.70(65.70-106.80) 85.0(39.10-94.0) 0.013*

MCH (pg)* 28.56+2.78 27.98+2.38 0.275%

RDW (%)* 14.70(12.80-21.90) 13.90(10.0-17.70) 0.002*

PDW (%)* 16.70(10.70-18.0) 16.70(10.0-18.40) 0.883%

MPV (fL) * 8.0(6.20-11.30) 8.40(7.40-10.40) 0.008*
NEU (K/uL) * 5.0(1.67-22.47) 4.13(2.03-8.0) 0.049%
LYM (K/uL)# 2.26(1.32-4.51) 2.47 (1.27-4.09) 0.072%

ALT (U/L)* 20.09+7.9 21.47+8.3 0.463*

CREA (mg/dL) # 0.73(0.40-1.71) 0.71(0.54-1.51) 0.314%
MG (ng/mL)* 33.07+6.85 18.16+6.53 <0.001*
Prolidaz (U/L)* 979.56+197.41 910.32+122.44 0.040"
iMA (ABSU)* 0.64+0.13 0.48+0.15 <0.001*
NLO* 2.28(0.63-6.34) 1.81(0.50-3.55) <0.001%
PLO* 144.62+43.64 120.31+54.08 0.017¥
ESR (mm/hr) # 23.0(3.0-102.0) 10.0(2.0-38.0) <0.001*
CRP (mg/L)* 9.95(2.30-85.0) 3.40(1.34-15.0) <0.001*

*: degerler ortalama (+ SD) olarak verilmistir, *: degerler Median(min-max) olarak verilmistir, ¥: p degeri

Independent Samples Test ile bulunmustur. *
tnitesi.

RA grubunda serum IMA (p<0.001), MG
(p<0.001), NLO (p <0.001), PLO (0.017),
ESR (p <0.001), CRP (p <0.001), RDW
(p=0.002), NEU (p=0.049), MCV (p=0.013),
PLT (p=0.020) diizeyleri ve SPA (p=0.040)
kontrol grubuna goére istatiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunurken MPV
(p=0.008) degeri ise kontrol grubuna goére
istatiksel olarak anlamh diizeyde diisiuk
bulunmustur.

Diisuk diizeyde hastalik aktivitesine sahip
bireyler (DAS 28 =< 3.2, n=24) ile orta
dizeyde hastalik aktivitesine sahip bireyler
(DAS-28: 3.2-5.1, n=26) kiyaslandiginda ise,
diusuk duzeyde hastalik aktivitesine sahip
bireylerin MG, IMA, NLO, ESR ve CRP
diizeyleri orta diizeyde hastalik aktivitesine
sahip bireylere gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde diisuk bulunmustur (Tablo 3).

: p degeri Mann-Whitney U Test ile bulunmustur. ABSU, Absorbans

Spearman korelasyon analizine gore ise, SPA
ile ESR (r= 0.285, p=0.005), WBC (r=0.272,
p=0.007), NLO (r=0.205, p=0.045) diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon; IMA diizeyleri ile
DAS-28 skoru (r=0.282, p=0.045), hastalk
suresi (r=0.393, p=0.004), ESR (r=0.337,
p=0.001), CRP (r=0.252, p=0.013) ve WBC
(r=0.303, p=0.003) diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon, MPV (r= -0.215, p=0.035) dlizeyle-
ri arasinda negdatif korelasyon ve MG diizeyleri
ile DAS-28 skoru (r=0.283, p=0.044), hastalik
suresi (r= 0.414, p=0.003), ESR (r= 0.438,
p<0.001), CRP (r= 0.467, p<0.001) WBC (r=
0.242, p=0.017), RDW (r= 0.285, p=0.005)
PLT (r= 0.215, p=0.035), MCV (r= 0.289,
p=0.004), NEU (r= 0.223, p=0.029), NLO (r=
0.267 p=0.009) ve PLO (r= 0.225, p=0.027)
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon, MPV (r=
-0.274, p=0.007) diizeyleri arasinda negatif
korelasyon bulunmustur (Tablo 4).
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Tablo 3. Diisiik ve orta diizeyde hastalik aktivitesine sahip RA'll bireylerde cesitli biyokimyasal parametrelerin kiyasi.
Table 3. Comparison of various biochemical parameters in RA individuals with low and moderate disease activity.

Parametre Diisiik hastalik aktivitesi (n=24) Orta hastalik aktivitesi (n=26) P
WBC (K/uL)* 8.99+4.73 9.41+2.79 0.702%
HGB (g/dL)* 13.38+1.33 13.46+1.61 0.835%

HCT (%)* 39.67+6.87 41.64+4.29 0.220%
PLT (K/uL)* 299.85+59.96 307.37+64.67 0.668"

RBC (10e6/uL)* 4.63+0.49 4.77+0.45 0.329

MCV (fL)* 89.80(75.50-106.80) 88.20(65.70-99.80) 0.565-

MCH (pg)* 29.02+2.69 28.16*+2.85 0.274%

RDW (%)* 14.35(12.80-21.90) 15.0(12.80-21.0) 0.2194

PDW (%)* 16.70(10.70-18.0) 16.40(15.90-17.60) 0.316H

MPV (fL) # 8.05(6.80-11.30) 8.0(6.20-9.60) 0.887-
NEU (K/uL) # 4.76(1.67-22.47) 5.41(1.91-10.41) 0.124-
LYM (K/uL) * 2.31+0.73 2.19+0.62 0.535*

ALT (U/L)* 21.12+8.1 19.18+7.6 0.394%

CREA (mgy/dL) * 0.73(0.40-1.90) 0.73(0.48-1.71) 0.8720
MG (ng/mL)* 30.96+6.35 34.94+6.84 0.037¥
Prolidaz (U/L)* 932.45+201.63 1021.43+187.38 0.109*
IMA (ABSU)* 0.59+0.14 0.67+0.10 0.028"
NLO# 1.79(0.63-6.30) 2.81(0.79-6.34) 0.0220

PLO* 141.69+50.64 147.21£37.13 0.597%

ESR (mm/hr) # 19.0(3.0-41.0) 26.0(9.0-102.0) 0.004-
CRP (mg/L)* 8.0(2.30-79.0) 11.80(5.0-85.0) 0.040"

*: degerler ortalama (+ SD) olarak verilmistir, *: degerler Median(min-max) olarak verilmistir, *: p degeri

Independent Samples Test ile bulunmustur. X: p dederi Mann-Whitney U Test ile bulunmustur. ABSU, Absorbans

linitesi.

Tablo 4. MG, iMA diizeyleri ve SPA ile dider biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar.
Table 4. Correlations between MQ, IMA levels and SPA and other biochemical parameters

MG (ng/mL) iMA (ABSU) SPA (U/L)
r P r P r P
DAS-28 0.283 0.044 0.282 0.045 0.217 0.127
Hastalik siiresi (yil) 0.414 0.003 0.393 0.004 0.192 0.172
CRP (mg/L) 0.467 <0.001 0.252 0.013 0.174 0.090
ESR (mm/hr) 0.438 <0.001 0.337 0.001 0.285 0.005
WBC (K/uL) 0.242 0.017 0.303 0.003 0.272 0.007
RDW (%) 0.285 0.005 0.041 0.692 0.034 0.745
PDW (%) 0.048 0.639 0.135 0.190 0.034 0.745
NEU (K/uL) 0.223 0.029 0.176 0.087 0.190 0.064
PLT (K/uL) 0.215 0.035 0.105 0.311 0.097 0.347
MPV (fL) -0.274 0.007 -0.215 0.035 -0.12 0.245
MCV (fL) 0.289 0.004 0.154 0.133 0.158 0.125
LYM (K/uL) -0.123 0.233 0.114 0.263 -0.098 0.341
NLO 0.267 0.009 0.065 0.527 0.205 0.045
PLO 0.225 0.027 -0.190 0.855 0.122 0.238
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TARTISMA

RA Kkronik, otoimmiin bir hastalik olup ilerle-
yici eklem hasaryla iliskilidir ve hentiz etiyo-
lojisi tam olarak aydilatlamamistir (1).
Bununla birlikte, dogustan gelen immiin
sistem aktivasyonu RA baslangicinda en er-
ken evrelerden birisi olup, sitriilline prote-
inlere karsi T-hucre yanitinin baslatilimasinda
onemli bir rol oynadidi diistuniilmektedir.
Sinovyal tabakaya nufuz eden T- hiicreleri
makrofajlari, monositleri ve sinovyal fibro-
blastlar1 aktive etmekte ve bu hucreler
tarafindan tretilen interlokin-1 (IL-1), IL-6,
tiimor nekrozis faktér-a (TNF-a) gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerde ROS dretimini
indiikleyerek RA patogenezinde rol oynayan
enflamasyon ve oksidatif stres aracili meka-
nizmalan tetiklemektedir (6, 23). RA’da oksi-
datif/nitrozatif stresin ve lipid peroksidasyo-
nunun arttiqi, antioksidan savunma hattinin

zayifladi@1 Dbildirilmistir. Cesitli calismalar
RA'll hastalarda suiperoksit anyonu, hidrojen
peroksit, nitrik oksit, peroksinitrit gibi

oksidatif stres mediyatorlerinin duzeylerinin
ylukseldigini ve bu mediyatorlerin eklem
hasarina katkida bulundugunu gdsterirken,
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz gibi antioksidanlarin diizeylerinin ise
azaldigini gostermistir (24-27). Bizde calis-
mamizda oksidatif stresle iliskili markirlar
olan IMA, MG diizeylerini ve SPA'y1 Slgerek bu
markirlar ile hastalik aktivitesi arasindaki
iliskiyi arastirdik.

Miyokardiyal enfarktiis, pulmoner emboli,
serebrovaskiiler iskemik hastaliklar, kanser,
diyabet, multiple skleroz, psoériyazis gibi
iskemi, hipoksi veya enflamasyonun dahil
oldugu hastaliklarda serum IMA diizeylerinin
yukseldigi bildirilmistir. Bunun yani sira,
ankilozan spondilit, sjogren sendromu, Beh-
cet gibi cesitli enflamatuvar romatolojik
hastaliklarda da IMA diizeylerinin yiikseldigi
gosterilmistir. RA’ll hastalarda IMA'nin oksi-
datif stres mediyatorii olarak kullanilabilece-
di bulgusunu destekleyen birka¢ calisma
mevcuttur. Leitemperguer ve ark. RA'li
hastalarda IMA diizeylerinin kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugunu bildirmistir (28). Uslu ve ark. iIMA

diizeylerinin RA'll hastalarda kontrol grubuna
gore yuksek oldugunu gosterirken, ayrica
IMA diizeyleri ile Karotis intima media
kalinlidi ve DAS-28 skoru arasinda pozitif bir
Korelasyon oldugunu bildirmistir (29). Bizim
caismamizda da benzer sekilde, IMA
diizeyleri RA'lhi hastalarda kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yuksek
bulunmustur (Tablo 2). Diisuk diizeyde (DAS
28 < 3.2) hastalik aktivitesine sahip olan
bireyler ile orta diizeyde (DAS-28: 3.2-5.1)
hastalik aktivitesine sahip olan bireyler
kiyaslandiginda ise, orta diizeyde hastalik
aktivitesi olan bireylerde serum IMA diizey-
lerinin dusiik diizeyde hastalik aktivitesine
sahip bireylere gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3). Korelasyon analizi, IMA diizeyleri
ile DAS-28 skoru, hastalik siiresi, WBC, ESR
ve CRP duzeyleri arasinda istatiksel olarak
anlamli dizeyde pozitif korelasyon oldugunu
gostermistir (Tablo 4). Bu bulgular, hasta
grubundaki yiiksek IMA diizeylerinin RA’li
hastalarda sistemik enflamasyon stireci bo-
yunca salinan serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu oksidatif stres ile iliskili
oldugunu disiindiirmektedir. Sistemik enfla-
masyon sirecinde fazla miktarda uretilen
ROS’lar albuminde modifikasyonlara yol aca-
rak albuminin gecis metalleirne baglanma
yetenedinin azalmasiyla olusan IMA diizeyle-
rinde artisa yol acmaktadir. IMA diizeyleri ile
enflamasyon markirlar1 arasindaki Kkorelas-
yonda bu bulguyu desteklemektedir. DAS-28
skoru ile IMA diizeyleri arasindaki korelasyon
ise IMA diizeyleri ile hastalik aktivitesi arasin-
da bir iliski oldugunu ve RA’ll hastalarda
IMA'min  bir aktivasyon markiri olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Prolidaz sitozolik bir ekzopeptidaz olup
Kollajen metabolizmasi ve hiicre buyimesin-
de 6nemli bir rol oynamaktadir (30). Kollajen
dongiist hizlandiginda prolidaz aktivitesi de
artmaktadir (31). Prolidaz, bluyume ve
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
regiile ederek enflamasyon, anjiyogenez,
yara iyilesmesi, gibi bircok fizyolojik ve
patofizyolojik prosese dahil olmaktadir (32).
Romatolojik hastaliklarda SPA ile ilgili az
sayida calisma mevcuttur. Marotta ve ark.
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prolidaz enzim eksikliginin artrit patoloji-
sinde rol oynayabilecegini bildirirken (33),
Butbul ve ark. prolidaz enzim eksikliginin
sistemik lupus ile iligkili oldugunu bildir-
mistir. RA' hastalarda SPA'ya yonelik celiskili
bulgular mevcuttur (34). Ucar ve ark. RA'li
hastalarda SPA'nin kontrol grubuna goére
disiik oldugunu ancak bu farkliligin istatiksel
olarak anlamli olmadidini bildirmistir (35).
Ugan ve ark. RA'll hastalarda SPA'nin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugunu romatoid
faktor (RF) ve anti sitriiline protein antikoru
(anti-CCP) diizeyleri ile SPA arasinda pozitif
Korelasyon oldugunu bildirirken diisiik (DAS
28 =< 3.2) ve yuksek (DAS 28 > 5.1) hastalik
aktivitesine sahip bireylerin SPA duzeyleri
arasinda anlamh bir farklihk olmadigin
bildirmistir (36). Jassim ve ark. RA’l hasta-
larda SPA'nin kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamh diizeyde diisik oldugunu
bildirmistir (37). Bizim bulgularimiz ise,
SPA'nin RA’ll hastalarda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamh diizeyde yiliksek
oldugunu gosterirken (Tablo 2), orta ve
disuk duzeyde hastalik aktivitesine sahip
bireylerin SPA’lar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamamistir (Tablo 3).
Korelasyon analizi sonucunda ise SPA ile
DAS-28 skoru ve CRP diizeyleri arasinda
anlamli bir korelasyon bulunamazken, SPA
ile WBC, ESR dizeyleri ve NLO arasinda
istatiksel olarak anlamh diizeyde pozitif
korelasyon bulunmustur (Tablo 4). Prolidaz
kollajen turnoverinda énemli bir role sahiptir
ve cesitli calismalar SPA ile oksidatif stres
markirlari arasinda korelasyon oldugunu
gostermektedir (13, 38, 39). insan viicudun-
da 16 tip kollajen bulunmakta olup, tip I, 1I
ve Il bunlar arasinda en bol bulunandir. Tip
1 kollajen ise en yaygin kemikte bulunmak-
tadir (40). RA'l hastalarda ise kemik turnoveri
sadlikli bireylere gore daha hizhidir (41). Do-
layisiyla RA'lh hastalarda artmis kemik
turnovint ve oksidatif stres SPA'daki artisla
iliskili olabilir. Bununla birlikte DAS-28 skoru
ile SPA arasinda anlaml diizeyde bir korelas-
yon bulunamamustir, dolayisiyla bulgularimiz
RA’ll hastalarda SPA'nin bir aktivasyon mar-
kir1 olarak kullanilamayacagmi gostermektedir.

Reaktif karbonil tlirevlerinden birisi olan ve
endojen olarak iiretilen MG, AGE'lerin Ozel-
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likle de pentosidinin en 6nemli prekiirsorii-
dur. MG oksidatif stresi, hiicresel hasari,
proteinlerin capraz baglanmasini ve dlikas-
yonu indiikleyerek bircok hastaliin patoge-
nezine dahil olmaktadir (42). Mukhopadhyay
ve ark. hem akut hemde remisyon donemin-
deki RA'll hastalarda MG diizeylerinin kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlaml diizey-
de yiiksek oldugunu gdstermistir. Ayrica bu
calismada MG dizeyleri akut dénemdeki
hastalarda remisyondakilere gobre anlaml
diizeyde yiuiksek bulunurken seropozitif ve
seronedatif hastalarin MG diizeyleri arasinda
ise anlaml bir farklihk bulunamamistir (43).
Knani ve ark. da benzer sekilde RA'li hasta-
larda serum MG diizeylerinin kontrol gru-
buna gore yiiksek oldugunu bildirmistir,
ayrica bu calismada yuksek (DAS 28 > 5.1)
hastalik aktivitesine sahip bireylerde orta
diizeyde (DAS-28: 3.2-5.1) hastalik aktivite-
sine sahip bireylere gore MG diizeylerinin
anlaml diizeyde yuksek oldugu gosterilmistir
(44). Bizim bulgularimiz ise, serum MG
diizeylerinin RA’'ll hastalarda kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugunu go6stermektedir (Tablo 2). Orta
diizeyde hastalik aktivitesine sahip bireylerde
ise serum MQ diizeyleri disik duzeyde
hastalik aktivitesine sahip bireylere gore
istatiksel olarak anlaml dizeyde yiiksekti
(Tablo 3). Ayrica, serum MG dizeyleri ile
WBC, PLT, ESR, CRP, NEU, RDW, MCV
duzeyleri, NLO, PLO, hastalik suiresi ve DAS-
28 skoru arasinda istatiksel olarak anlaml
diizeyde pozitif korelasyon vardi (Tablo V).
MG insan viucudunda oksidatif stresin ve
Karbonil stresinin tetiklenmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Proteinlerdeki lizin, arjinin,
histidin ve sistein rezidiilerinin amino grupla-
riyla reaksiyona girerek AGE tretimine yol
acmaktadir. Dolayisiyla proteinlerde yapisal,
fonksiyonel degisikliklere yol acmakta,
serbest radikal tireten N- Kkarboksietillisin
(CEL), gibi toksik metabolitlerin olusmasina
neden olmaktadir. AGE'ler ROS tiretimini ve
enflamasyonu arttirarak hicresel hasari
tetiklemektedir (45). Dolayisiyla, RA'll1 hasta-
larda artmis MG Konsantrasyonlarinin enfla-
masyon ve oksidatif stresi indiikleyerek RA
patogenezine dahil oldugunu dusiinmek-
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teyiz. Enflamasyon markirlari ile MG diizeyleri
arasindaki korelasyonlarda bu bulgumuzu
desteklemektedir. Ayrica DAS-28 ile MG
diizeyleri arasindaki pozitif korelasyon MQ ile
hastalik aktivitesi arasindaki iliskiyi destekle-
mekte ve MG'nin hastalik aktivasyon markiri
olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
Hastalik siiresi ile MG ve IMA diizeyleri
arasindaki pozitif korelasyonlar ise hastalik
suresi ilerledikge oksidatif hasarin artabile-
cedini gostermektedir.

Ozetle, Bulgularimiz RA patolojisinde enfla-
masyon ve oksidatif stresin énemli bir rol
oynadigini gosterirken, hastalik aktivitesi ve
siiresiyle serum IMA ve MG diizeyleri ara-
sinda bir iliski oldugqunu ortaya koymustur.
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