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Amac: Bu calismada ankilozan spondilit (AS) hastalarinda yeni kemik
olusumu acisindan 6nemli olabilecek molekdillerden vaskuler endotelyal
buytime faktori (VEGF) ve osteokalsin duzeylerini degerlendirmeyi
ve iliskili olabilecek klinik demografik faktorlerin gézden gecirilmesi
planlanmistir.

Yontem: Modifiye New York kriterlerine gére AS olarak siniflandirilan
97 hasta ve 48 saglikli kontrol calismaya ardisik olarak dahil edilmistir.
ELISA yontemiyle serum VEGF, osteokalsin, interldkin (IL) 6 ve 8 dlciimleri
yapilmistir. Ek olarak hastalik aktivite ve fonksiyonel degerlendiriimeleri
yapllan hastalarin spinal radyografik skorlamalari da elde edilmistir.
VEGF ve osteokalsin ile iliskili olabilecek faktorler Spearman korelasyon
analizi ile 6ngordirecek faktorler ise cok degiskenli lineer regresyon
analizi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: AS ve kontroller yas ve cinsiyet dagiimlari benzer
bulunmustur. Serum VEGF duzeyleri AS grubunda sagliklilardan
anlamli sekilde yuksek olarak tespit edilmistir (1589+756 pg/mL'ye
karsilik 999+608 pg/mL, p<0,001). VEGF ile yuksek duyarlilikli C reaktif
protein (hs CRP) (r=0,284; p=0,005), IL-6 (r=0,349; p<0,001), IL-8
(r=0,435; p<0,001), eritrosit sedimentasyon hizi (r=0,270; p=0,008)
ve ASDAS-CRP (r=0,235; p=0,022) arasinda iliski bulunmustur.
Coklu regresyon analizinde VEGF duzeylerini 6n gérmede IL-6 ve IL-8
bagimsiz olarak etki eden faktorlerdir. Osteokalsin ise AS grubunda
kontrollerden farkli bulunmazken kalca tutulumu ve sakroiliak ankilozu
olan AS hastalarinda olmayanlara gore anlamli ytksek bulunmustur.

Sonuc: Serum VEGF AS'de enflamasyon ve hastalik aktivitesi ile anlamli
bir iliski gostermektedir. Osteokalsin ise yapisal hasarin oldugu 6zellikle
kalca tutulumu ve sakroiliyak ankilozu olan grupta daha yuksek olarak
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan spondilit, vaskiler endotelyal biyime
faktord, osteokalsin

Abstract

Objective: To evaluate the serum vascular endothelial growth factor
(VEGF) and osteocalcin levels in patients with ankylosing spondylitis
(AS). We also assessed the relationship among VEGF/osteocalcin levels
and disease related parameters including radiographic outcomes.

Methods: In total 97 consecutive AS patients [76 males (78%); with
a mean age of 39.3+10.0 years] according to the modified New York
criteria and 48 healthy controls [36 males (75%); with a mean age of
39.0+5.9 years] were included. Serum VEGF, osteocalcin, interleukin
(IL)-8, IL-6 levels were measured by commercially available ELISA Kits.
Disease related characteristics of patients were assessed by using
BASDAI, BASFI, BASMI. Radiographs of the pelvis, cervical and lumbar
spine were scored by using the modified New York and modified
Stokes ankylosing spondylitis spinal score (mSASSS).

Results: Age and sex distribution were not different between AS
patients and control subjects. Serum VEGF level was found to be
significantly higher in our AS patients compared with controls. In our
study group serum VEGF levels were correlated with hs-CRP (r=0.284;
p=0.005), ESR (r=0.270; p=0.008), IL-6 level (r=0.349; p<0.001), IL-8
(r=0.435; p<0.001) and ASDAS-CRP (r=0.235; p=0.022). Our study
showed that although serum osteocalcin level was not statistically
different in AS patients and controls it was significantly higher in
patients with sacroiliac joint ankylosis and hip involvement.

Conclusion: The results of the present study showed that VEGF may
be a good indicator of disease activity in AS and osteocalcin may have
a role in new bone formation.

Keywords: Ankylosing spondylitis, vascular endothelial growth factor,
osteocalcin
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Giris

Ankilozan spondilit (AS) bagta sakroiliyak eklem ve
omurga tutulumu olmak iizere sistemik kronik enflamatuvar
bir siiregtir. AS’de temel patoloji sakroiliyak ve apofizer
eklemler ile entezis bolgelerinde yeni kikirdak ve kemik
olusumudur (entezofit ve sindezmofit).l! Bu siirecte
enflamasyon ve bununla iligkili pek cok faktoriin rol aldig:
distintilmektedir. Tam olarak anlagilmamis olmasina
karsin Wingless-type like (Wnt) yolaginin énemli bir rol
oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir. Wnt/p-catenin
yolag1 osteoblast farklilasmasina ve matiirasyonuna ve sonugta
kemik formasyonuna yol a¢cmaktadir.” Baglica perikondrium
ve periostta eksprese edilen sekrete edilen Wnt reseptor
antagonistleri, Dickoff-1 (Dkk-1) ve sklerostin ise yeni kemik

formasyonunun negatif diizenleyicileridir.*

Bu yolagmn
AS hastalarinda da operator oldugu yolunda giderek artan
bulgular vardir. Nitekim bir AS caligmasinda fonksiyonel
ELISA ile olcilen Dkk-1 diizeylerinin sindesmofitli AS
hastalarinda, sindesmofiti olmayanlar ile kiyaslandiginda,
daha diisiik oldugu bildirilmistir.®! Dkk-1 ve sklerostin gibi
Wht yolagi inhibitorlerinin AS hastalarindaki yeni kemik

olusumu siirecinde yeri oldugu diistiniilmektedir.[*”

Yine benzer sekilde bir sinyal proteini olan vaskiiler
endotelyal biiytime faktorinin (VEGF) anjiyogenezdeki
kritik roliiniin yani sira enkondral ossifikasyonda da yer
aldigr distiniilmektedir.® VEGF diizeylerinin AS’de yiiksek
olarak bulundugu ve radyografik progresyon ile iligkisi
bildirilmigtir.*!?

Benzer sekilde osteokalsin mineral depolanmasinda ve
kemigin yeniden yapilanmasinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir ve hizli kemik doéniisimi ile karakterize
durumlarda serum osteokalsin diizeyi yiikselmektedir.!'!

Ttm bu gelismelere ragmen AS’deki yeni kemik olusumu
tam olarak anlagilamamigtir. Etkili olabilecegi disiiniilen
faktorlerin hastalik ve 6zellikle demografik faktorler (yas,
cinsiyet ve sigara gibi) ile iligkisinin degerlendirilmesi 6nem
tagimaktadir.

Bu amagcla, bu ¢aligmada AS hastalarinda yeni kemik
olusumu acisindan 6nemli olabilecek molekiillerden VEGF
ve osteokalsin diizeylerini degerlendirmeyi ve iligkili
olabilecek klinik demografik faktorlerin gézden gecirilmesi
planlanmustir.

Gerec ve Yontem
Calisma popiilasyonu

AS hastalari: Caligmaya bir tiniversite hastanesi romatoloji
poliklinigine bagvuran modifiye New York kriterlerine!!”!
gore AS olarak siniflandirilan hastalar ardigik olacak sekilde

dahil edildi.
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Saglikli kontrol grubu: Hasta grubu ile yag ve cinsiyet
uyumlu olacak sekilde 48 saglikli kontrol alind.

Caligmaya etik kurul onami almmasini takiben hasta
alinmaya baglandi (Izmir Katip Celebi Universitesi Tip
Fakiiltesi Ilac Digi Klinik Calismalar Etik kurul onam
numarast: 147/2013). Hasta ve kontrollerden aydinlatilmig
onam formu alinmugtir.

Diglama kriterleri arasinda VEGF ve osteokalsin
diizeylerini etkileyebilecek daha o6nce gosterilmis olan
kronik stireclerde yer almigtir.*1” Tium diglama kriterleri
agagida verilmistir:

1. Kontrolsiiz hipertansiyonu

2. Ciddi karaciger veya bobrek yetersizligi (kreatinin
klirensi <60 mL/dk) olan

3. Ciddi obezitesi [Viicut Kitle indeksi (VKI) >35 kg/

m?] olan
4. Bilinen malignitesi olan
5. Anti-TNF ila¢ kullanan AS hastalar yer ald1.

Calismaya alinan tiim hastalar ve saglikli kontroller
yapilandirilnug bir anket formu ile degerlendirilmistir.
Hastalarin tbbi kayitlar1 gézden gecirilerek yas, cinsiyet,
enflamatuvar bel agrisi siiresi, sigara durumu ve VKI ile
ilgili bilgiler elde edildi. Saglikli kontrollerin de benzer
demografik 6zellikleri kaydedildi.

Klinik, enflamatuvar ve radyografik parametreler

Yiiz yiize yapilan gorismeyi takiben tim hasta ve
kontrollerin sistemik muayeneleri ve AS’li hastalarda spinal
mobilite dl¢iimleri yapildi.

Muayene sonrasi tim hastalardan Bath AS hastalik
aktivite indeksi (Bath ankylosing spondylitis disease activity
index; BASDAI),!'%1) Bath AS fonksiyonel indeksi (Bath
ankylosing spondylitis functional index; BASFI),? gecen
hafta igin hastanin global hastalik degerlendirmesi (PGA),
AS yagam kalite 6l¢egi (Ankylosing spondylitis quality of
life; ASQOL)PY formlarint doldurmalari istendi. AS hastalik
aktivite skoru (Ankylosing spondylitis disease activity score;
ASDAS)-CRP?? kayitlardan hesaplandi. Tibbi kayitlarda
mevcut ise HLA-B27 durumu kaydedildi.

Yine tibbi kayitlarinda varsa direk grafileri modifiye Stoke
AS Spine Score (mSASSS)®¥ sistemine gore skorlandi. Yine
grafiler sakroiliyak eklem ankilozu veya spinal sindesmofit
olup olmadigma gore de skorlandi.

Laboratuvar analizleri

Ttm katlimeilardan 6n koldan ven6z kan 6rnekleri alinip
santrifiij edilerek analiz zamanina kadar -80 °C’de muhafaza
edildi. Serum yiiksek duyarlilik C reaktif proteini (hsCRP),
VEGE, interlokin (IL) 6, IL 8 ve osteokalsin diizeyleri



ticari olarak bulunabilecek enzim-bagli immiinosorbent
analizi (ELISA) kitleri kullanilarak, iireticinin 6nerileri takip
edilerek ¢aligildi.

Istatistiksel Analizler

Calismanin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 16.0
hazir paket programi yardimiyla yapilmistir. Sirekli
degiskenler ortalama ve standart sapma, kategorik
degiskenler yiizde olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasinda siirekli degiskenlerin karsilagtirilmasinda normal
dagilim degerlendirildikten sonra t-testi veya Mann-
Whitney U testi ile yapilirken kategorik degiskenlerin
kargilagtirilmasinda ise capraz tablo analiz yontemleri
(ki-kare) kullanildi. Korelasyon analizi icin ise Spearman
korelasyon testi uygulanmigtir. Kemik metabolizmasim
degerlendirilen molekiiller ile bagumsiz iligkisi olabilecek
faktorlerden coklu regresyon analizine dahil edilecek
degiskenler tekli analiz sonrasmnda p=0,10"un tzerinde
olmasi seklinde belirlenmistir. Modeldeki degiskenlerin
kolinearite degerlendirmesi “Varience inflation factor-
VIF” ve “tolerance” analizleri ile yapilmistir.

P<0,05 degeri istatistiksel anlamli deger olarak kabul
edilmistir.

Sonuclar
Calisma popiilasyonunun genel 6zellikleri

Calismaya 97 AS hastast ve 48 saglikli kontrol alindi.
Iki grubun yas, cinsiyet ve egitim siiresi dagilimlar1 benzer
olarak bulundu. AS’lerde herhangi bir dénemde sigara i¢cme
siklig1 kontrollerden daha yiiksekti (Tablo 1).

Hastalik iligkili aktivite, fonksiyon ve radyolojik
parametreler Tablo 1’de 6zetlenmistir. AS hastalarinin
%67,4tinde HLLA B27 pozitif olarak saptandi (29/47). Kalca
tutulumuna bakildiginda ise %21’de (19/88) tutulum tespit
edildi. Sindesmofit varlig1 (lomber veya servikal) hastalarin
%68,1’inde (49/72) mevcutken evre 4 sakroileit %38’inde
(35/92) vardu.

Laboratuvar sonuclari

Beklenildigi tizere hs-CRP ve ESH dizeyleri AS
hastalarinda kontrollere gére daha yiiksekti. VEGF ve
IL-6 AS’de kontrollerden anlamli sekilde daha yiiksekken
osteokalsin gruplar arasinda benzer bulundu (Tablo 2).

Serum VEGF diizeyi kalga tutulum, sakroiliak eklem
ankilozu veya sindesmofit olan ile olmayan gruplar arasinda
benzer bulunmustur. Osteokalsin icin de sindesmofit olan
ve olmayan gruplarda farklilik saptanmazken kalca tutulumu
(11,9+13,4 pg/mL’ye karsihk 4,8+4,3 pg/mL; p<0,001) ve
sakroiliak eklem ankilozu olan grupta (7,8+9,1 pg/mL’ye
karsilik 5,1+6,2 pg/mL; p<0,001) anlaml sekilde daha yiiksekti.

Solmaz ve ark. AxSpA'da VEGF ve osteokalsin degerlendirmesi

VEGF ve osteokalsinin hastalik iliskili faktorlerle
korelasyon ve regresyon sonuclari

Serum VEGF diizeyleri hsCRP, IL-6, IL-8, ESH ve
ASDAS CRP ile pozitif korelasyon gostermektedir (Tablo
3). Osteokalsinin enflamatuvar belirtecler, mSASSS ve
hastalik iligkili diger parametreler ile bir korelasyonu tespit
edilmedi.

Coklu lineer regresyon analizinde yiiksek IL-6 ve IL-8
diizeyleri serum VEGF ile bagimsiz olarak iligkili bulundu
(Tablo 4).

Tartisma

Bu calismada AS hastalarinda kontrollerden anlamli sekilde
serum VEGF diizeyi yiiksek olarak bulunmus ve yiiksek IL-6
ve IL-8 seviyeleri elde olunan ¢oklu modelde bagimsiz
olarak 6n gormiistiir. Osteokalsinde ise kontrollerden farklilik
gozlenmemistir. Ancak kal¢a tutulumu ve sakroiliyak ankilozu
olan AS hastalarinda osteokalsin olmayanlara gore daha
yiiksek olarak tespit edilmistir.

Daha onceki ¢aligmalardakine benzer sekilde VEGF ile
enflamatuvar belirtegler ve hastalik aktivitesi arasinda iligki
gosterilmistir.1%2*51 VEGF anjiyogenezisin 6nemli bir
diizenleyicisi olup bu sonuclarla AS’de enflamasyonun icerisinde
ve hastalik aktivitesinde de yer aldig1 ortaya konmusgtur.

Yeni kemik olusumu AS’nin patolojisinin temelinde
yer almaktadir ve giintimiizde bu siire¢ halen tam olarak

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik verileri

AS hastalari  Kontrol p
(n=97) (n=48)
Yas, ortalama + SS 39,9+9,3 39,0+5,9 >0,05
Erkek cinsiyet n; % 76; 78,4 36; 75,0 >0,05
Egitim sdresi, ortalama £ SS 9,5+3,8 10,2+4,0  >0,05
Sigara kullanimi n; % 70; 76,1 24: 52,2 0,004
VKI, ortalama + SS 26,4+4,2 26,9+3,3 >0,05
Semptom baslangic yasi, 11,4+10,5
ortalama + SS
Hastalik tani yasi, ortalama + SS 27,7+8,6
BASSAI, ortalama + SS 4,242 1
BASFI, ortalama + SS 3,4+2,4
BASMI, ortalama + SS 3,8+1,7
ASQolL, ortalama + SS 8,2+6,1
VAS global hasta, ortalama + SS 2,0+0,7
ASSAS-CRP ortalama + SS 3,0+0,9
mSASSS (n=58) ortanca 6 (0-72)
(minimum-maksimum)
Sindesmofit varligi 37/71 (52,1)

AS: Ankilozan spondilit. ASDAS-CRP: Ankilozan spondlilit hastalik aktivite skoru
C reaktif protein, ASQoL: Ankilozan spondilit yasam kalitesi, BASDAI: Bath
ankilozan spondilit hastalik aktivite indeksi, BASFI: Bath ankilozan spondilit hastalik
fonksiyonel indeksi, BASMI: Bath ankilozan spondilit hastalik metrolojik indeksi,
mSASSS: modifiye stok ankilozan spondilit omurga skoru, SS: Standart sapma,
VAS: Gorsel analog skala, VKI: Viicut kitle indeksi




anlagilamamigtir. Wntyolaginm kemigin yeniden sekillenme
stirecindeki 6nemi elde olunan verilerin 1s1ginda giderek
artmaktadir.”! Bu siirecte yer alan her basamak aslinda yeni
tedavi hedeflerini de olusturmaktadir.

Serum VEGF’in radyografik progresyon ile iligkisi de
Alman spondiloartrit insepsiyon kohortundan (German
Spondyloarthritis Inception Cohort; GESPIC) yapilan bir
caligmada gosterilmistir.?® Yiiz yetmis iki axSpA hastasinin
dahil edildigi bu ¢aligmada yiiksek VEGF dizeyleri (>600
pg/mL) spinal progresyon icgin yiiksek derecede spesifik
olarak bulunmustur.

Spinal progresyonun onemli prediktorlerinden olan
sigara ile de VEGF diizeyleri arasinda iliski bir bagka
caligmada gosterilmistir.® Sigara icen AS hastalarinda
VEGF dizeyleri anlamli sekilde yiiksek bulunmugtur.

Tablo 2. Hasta ve kontrollerin laboratuvar degerleri

AS hastalari  Kontrol p
(n=97) (n=48)
VEGF (pg/mL), ortalama + SS 1589+756 999+608  <0,001
Osteokalsin (pg/mL), ortalama + SS 5,9+7,3 6,0+8,2 >0,05
IL-8 (pg/mL), ortalama + SS 103,9+270,9 66,9+60,1 >0,05
IL-6 (pg/mL), ortalama =+ SS 22,2+161,6 6,5+31,1 <0,001
hsCRP (ug/mL), ortalama + SS 5,2+8,4 0,7+1,3 <0,001
ESH mm/saat, ortalama + SS 25,0+22,3 10,949,1 <0,001

AS: Ankilozan spondilit, ESH: Eritrosit sedimentasyon hizi, hsCRP: yiksek duyarlikli
C reaktif protein, IL: interlokin, SS: Standart sapma, VEGF: Vaskdler endotelyal
blyime faktori

Tablo 3. AS hastalarinda serum VEGF ile iliskili faktorler

VEGF
r P
hsCRP 0,284 0,005
IL-6 0,349 <0,001
IL-8 0,435 <0,001
Osteokalsin -0,148 0,151
ESH 0,270 0,008
ASDAS-CRP 0,235 0,022
mSASSS 0,237 0,158

AS: Ankilozan spondilit. ASDAS-CRP: Ankilozan spondilit hastalik aktivite skoru C
reaktif protein, ESH: Eritrosit sedimentasyon hizi, hsCRP: yiksek duyarlikli C reaktif
protein, IL: Interlékin, mSASSS: modifiye stok ankilozan spondilit omurga skoru,
VEGF: Vaskuler endotelyal blyime faktéri

Tablo 4. Serum VEGF duzeyleri ile iliskili faktorlerin regresyon sonuclari

Tekli regresyon analizi Coklu regresyon analizi

B P B
(%95 Giiven araligi) (%95 Giiven araligi)

ESH 0,002 10,7 (4,2;17,2) 0,105 13,8(-4,4;32,2)
IL-6 0,014 -1,4 (-3,9;-0,34) 0,045 -1,5(-3,6;-0,12)
IL-8 0,006 0,77 (0,22;1,32) 0,004 1,48 (0,501; 2,47)

ASDAS-CRP 0,022 179 (26,3;333,3) 0,105 120 (-46,5; 287,1)

ASDAS-CRP: Ankilozan spondilit hastalik aktivite skoru C reaktif protein, ESH:
Eritrosit sedimentasyon hizi, IL: Interlékin, VEGF: Vaskiler endotelyal biyime
faktérd
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Bu da sigara ve yeni kemik olusumu arasindaki iliskiye
yardimer olabilecektir. VEGF ile kemik dongiistiniin 6nemli
diizenleyicilerinden olan IL-6 ve IL-8 arasindaki iligki
gosterilmistir. Bu iliski daha 6nce meme kanserinde kemik
metastazlarinda osteoblast proliferasyonu ve farklilasmasinda
da gosterilmigtir.?”

Osteokalsinin sindesmofit varligr ile iliskisi gosterilmis
hatta mSASSS ile de korelasyonu da bildirilmistir.”® Ancak
biz mSASSS ile olan bu iliskiyi 6rneklem biiyiikligi nedeni
ile géstermedik.

Calismamuzin bir diger kisitliligi olarak kesitsel dogada
olmast nedeni ile gerek VEGEF gerekse osteokalsinin yapisal
hasar gelisimindeki roliiniin degerlendirilmesi miimkiin
olmamugtir. Hastalikli kontrol olmamasi ve tedavi ile
iligkisinin de degerlendirilmemesi kisithliklar arasinda yer
almaktadir.

Sonuc

Sonu¢ olarak, serum VEGF AS’de enflamasyon ve
hastalik aktivitesi ile anlamli bir iligki gostermektedir.
Osteokalsin ise AS hastalarinda 6zellikle yapisal hasar
olan grupta daha yiiksek olarak saptanmustir. Prospekdf
caligmalarda yapisal hasar ve enflamasyon ile iliskilerinin
ortaya konmasi gerekmektedir.
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