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1. GIRIS

Viicutta fizyolojik sartlarda serbest radikaller belli bir orandaﬁiiretilmekte
fakat hiicreler arasi sivi ve dolagim sistemi kendi yapilan iginde yer alan radikal yok
edici sistemleriyle bu radikalleri enzimatik veya nonenzimatik yollarla yok
etmektedirler. Dolayisiyla bu metobolizma kontrol altindadir, iiretim ve titketim
denge altinda tutulmaktadir. Uretimde bir artma veya iiretilmis radikallerin yok
edilmesinde bir azalma oldugunda toksik etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Hiicrede aktive olmug oksijen formlarimin, aginn yapim veya tiiketimindeki
yetersizlik nedeniyle artmasi, molekiiler yapimin giddetli bir sekilde hasara
ugramasina  yol acabilmektedir. Bunun sonucu olarak mutasyonlar, yapisal
anormallikler ve sonunda hiicresel hasar meydana gelebilmektedir.

Hiicrelerin en 6nemli savunma mekanizmalari; serbest radikalleri yok edici
enzimler, glutatyon, C vitamini, tokoferoller, karoten, vs gibi bazi rediikleyici
maddelerdir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) serbest radikalleri yok eden primer enzimlerdir. Bu enzimlerin aktivitesi,
bir yoniiyle hiicrelerin serbest radikallerden etkilenig derecesini gosterir.

Son yillarda, esasen bir konnektif doku hastalifn ve oto-immun hastalik
olarak tanimlanan romatoid artritin patogenezinde, respiratuvar patlama yoluyla
lokositlerden salman serbest oksijen radikallerinin onemli bir rolii olabilecegi
savunulmaktadir. Buna ait bazi deliller vardir. Ornegin bu hastalarda, invivo serbest
radikal iiretim yerlerinden biri olan prostaglandin sentezindeki siklooksijenaz yolu,
nonsteroid antienflamatuar ilaglar ile inhibe edilince tam olmasa da, gegici ve kismi
palyatif bir tedavi s6zkonusu olmaktadir.

Bu ¢alismada hedeflerimiz sunlardir:

1) Akut ve kronik eklem enflamasyonununda, bu siirecin eritrosit ve plazmadaki
enzimatik antioksidan sisteme ait yansimalarim tesbit etmek.

2) Kronik romatoid artritli hastalarda goriillen aneminin bu oksidan/antioksidan
sistemindeki dengesizliklere bagh olup olmadiin aragtirmak.

3) Tedavinin hastalarda antioksidan sisteme bir katkisinin olup olmadigim, plazma

ve eritrosit enzim aktivitesi 6lgiimleri ile test etmek.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller .

2.1.1 Tammm ve Ozellikleri: Serbest radikaller, ortaklanmams bir elektron
tagiyan atom veya molekiillerdir. Radikal terimi kaynagim Yunanca’da kok
anlamina gelen “radiks” kelimesinden alir. Ortaklanmamig elektronlar serbest
radikallere paramanyetizm gibi karakteristik 6zellikler kazandirdiklanindan dolay1 bu
radikallerin kimyasal reaktiviteleri genelde yiiksektir. Ortaklanmamis elektron
varligi serbest radikallerde atomun iistiine konan koyu bir nokta ile gosterilmektedir
(R"). Serbest radikaller; pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétral
olabilirler (1).

Prometazin (Pr) + OH—, Pr" + OH

O+ 4 Oy

2CCl,+26 ., CCly-+CCly +Cr

1. Tepkimede fenotiyazin tipi ilag olan prometazin, hidroksil radikali tarafindan
prometazin radikal katyonuna yiikseltgenmektedir.
2. Tepkimede oksijen siiperoksit radikal anyonuna indirgenmektedir.
3. Tepkimede ise CCly (karbon tetra kloriir)’den CCl; (triklorometil) radikalinin
olusumu sézkonusudur.
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelebilmektedir.
a) Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin, her kisimda ortaklanmamig elektron
kalacak gekilde, homolitik paragalanmasi
b) Normal bir molekiile tek bir elektronun ilavesi
c) Kollektif olarak bagl iki atomun her iki ortak elektronunun bir atoma kalacak
sekilde heterolitik pargalanmasa.
X:Y X +Y  Homolitik aynigma ile radikal olugumu
A+é A~ Elektron transferi ile radikal olusum
X :Y X +Y" Heterolitik ayrigma ile iyon olusumu

Elektron transferi, biyolojik sistemlerde homolitik ayrigmadan ¢ok daha yaygindur.



2.1.2. Molekiiler Oksijen

Molekiiler oksijen her ne kadar canlilifin devam agisindan ¢ok 6nemli olsa
da biitiin canlifar igin toksik etkili olup atmosferdeki degerinin %20 _artmas ile
toksisite kendini gosterir. Canlilar igin oksijenin onemi, iki temel fonksiyonu
gormesinden kaynaklanir. Bunlardan birincisi oksijenin yapisal bir fonksiyonu olup
canlt organizmalant olugturan molekiillerin yapisina katilmasi digeri ise besin
kaynagi olan maddelerin yapisindaki ana elementlerden biri olmasidir. Oksijenin
yapisal gorevi biitiin canlilar igin gegerli olup, her canlinin yapisindaki 100 atomdan
yaklagik 25 tanesi oksijen atomudur (2).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen metabolik reaksiyonlarin birgogu tek
elektron aligveriginin oldugu redoks reaksiyonlar seklinde gelisir. Birgok hiicre
enziminin ve elektron transport sisteminin aktivitesi sirasinda molekiiller arasinda
tek elektron aligverisi seklinde gergeklesen bu tiir reaksiyonlar sonucunda radikal
yapisina sahip ara iiriinler olusur. Aerobik organizmalarda molekiiler oksijen yaygin
olarak bulundugundan ve radikal haline doniisebildiginden hiicre igi serbest radikal
reaksiyonlari sirasinda ¢ok miktarda oksijen tiirevi serbest radikaller meydana gelir.
Bu nedenle aerobik organizmalar agisindan en onemli radikaller oksijen tiirevi
serbest radikallerdir.

Serbest radikal biyokimyasindaki en 6nemli molekiillerden biri olan oksijenin
elektronlarindan ikisi paylasilmamigtir. Béylece oksijen bazen diradikal olarak da
kabul edilmektedir. Oksijen diradikal halde iken bir gok diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir.

Serbest oksijen radikalleri, hem ¢evresel etmenler, hem de organizmadaki
enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan
radikallerdir. Radikalleri indiikleyen gesitli faktérler vardir ve bunlar eksojen ve

endojen kaynakh olarak olusabilirler (3).

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri
Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller tartigmasiz oksijen

radikalleridir. Bunlan su sekilde simiflandirmak miimkiindiir:



2.2.1. Siiperoksit Radikali (O;"):

Molekiiler oksijen; dig orbitallerinde paylagilmamig iki elektron igerir. Bu
elektronlar paylagilmadigindan, ayn ayr orbitallerde bulunduklarinda, ve spinleri
aym yénde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dig orbitallerden her
biri birer elektron daha kabul edebilir. Orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit
anyonu (superoksit radikali O,7) iki elektron almasi ile peroksil anyonu (0,5)
olusur (4).

Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir,
boylece olugan peroksil anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,0,)
olusturabilir. Siiperoksit radikali aldi: elektronu bagka bir elektron alictya vererek
tekrar oksijene oksitlenebilir ve bdylece bir indergeyici (rediiktdr) olarak
davranabilir. Ayrica, iki siiperoksit radikali birbiriyle etkilegerek biri oksitlenirken

digeri indirgenebilir ve boylece H,0, ve O, meydana gelebilir.

0," + H — HO;y
HO, + O, +H' ____, H,0, + 0,
SOD
Net reaksiyon= O,” + O, +2H" — H,0, + O, (6)

Superoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye “dismutasyon
tepkimesi” denir (2). Superoksit radikali membranlan kolayca gegemediginden
belirli bir tahrip edici etkisi yoktur. Dogada gogunlukla rediiktif ve HO, kaynagi
olarak ig goriir. Nirtik oksit (NO) ile reaksiyonu fizyolojik bir oneme sahiptir.
Canhlarda siiperoksit radikallerinin  olusumu farkli nedenlerden dolay:
gergeklesmektedir. Bu nedenlerin baghcalart:

1. Cesitli kimyasal bilesikler ve fiziksel etkenler canlilarda siiperoksit
olusumuna neden olurlar. Bazi kogullarda goriiniir bolge 1gmlant da dahil olmak
iizere, ozellikle biitiin enerjili elektro manyetik 1sinlar oksijenli ortamdan siiperoksit

radikali olustururlar. Yiiksek enerjili 1sinlardan gama, beta ve x 1ginlan siiperoksit



radikalleri ve dolayisiyla diger radikallerin olusumunu da saglarlar. Béyle bir dalga
sulu ortamdan gegince suyun radyolotik pargalanmasina neden olur (2).
hv
H,0 eeq- H, OH, H,, H;0;, H;05
_—

Sulu ortam oksijen igeriyorsa, agagidaki tepkimelerle siiperoksit radikali
kolaylikla olusur.

€eq + 0O — Oy K=2x 10" m' sn

H+ 0O, H'+ 0, (veya HO,) K=2x 10" m"' sn’

Organik molekiillerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olugumu
iki kat daha artar. Canli bir sistem susuz ve oksijensiz diigiiniilemeyecegine gore
yiiksek enerjili 1ginlarin aym etkiyi daha kolay gosterecegi agiktir.

2. Canh organizmalar radikal olusumuna neden olan g¢evre kosullarindan
timiiyle izole edilseler bile; eger molekiller oksijeni metabolize ediyorlarsa
organizmalarindaki pekgok tepkimelerle O, iiretilir. Canlilarda O,™ iireten baghica
onemli tepkimeler sunlardir;

a) Hidrokinonlarin, lokoflavinlerin ve katekolaminlerin, tiollerin, indirgenmisg
boyalarin, tetrahidropteridin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin otooksidasyonu
tepkimelerinde O, iiretilebilir (5).

b) Cesitli enzimatik tepkimelerde O, olusur. Bu enzimlere ksantin oksidaz,
dihidroorotat dehidrogenaz (6) ve bir grup flavoprotein dehidrogenazlar ornek
verilebilir.

¢) Baz oksidaz ve hidroksilaz enzimleri de katalitik etkileri sirasinda ara iiriin
olarak O, iiretirler. Bunlara mikrozomal hidroksilaziar, triptofan dioksigenaz,
galaktoz oksidaz 6rnek olarak verilebilir.

d) Canlilarda siiperoksit radikallerinin iiretildigi boélgelerin basinda mitokondri
gelir. Molekiiler oksijenin en onemli kullanim yerinin mitokondri i¢ zarindaki
elektron transport sistemi oldugu hatirlamrsa, radikal iiretimi beklenen bir

sonuctur. Bilindigi gibi mitokondrideki oksijen titketiminin ¢ok biiyiik bir



kismindan elektron transport sistemi sorumludur. Ve sistemdeki son elektron
alicis1 oksijendir. Mitokondri i¢ zarindaki elektron transportu sirasinda ubiki
nondan (koenzim Q) sonra sitokromlar elektronlan1 tagirlar ve bu Felektronlar
sitokrom a;’iin baglandigi bir molekiil oksijenin suya indirgenmesi igin dort
elektron gereksinmesi vardir. Bu elektronlarin sitokromlarda tek tek tagindig
gergegi gbz Oniine alimrsa elektron transportunun son tepkimesinin (sitokrom
oksidaz tepkimesinin) en 6nemli O," iiretim bolgesi olmasi beklenebilir (7). Oysa
bu bélgede O, iiretildigi tespit edilmemistir. Buna kargin mitokondri elektron
transport sisteminde O, iireten iki bolgenin bulundugu belirlenmigtir.

Bunlardan birincisi bir flavoprotein olan NADH dehidrogenaz bolgesidir.
Mitokondri zarinda iretilen siiperoksit radikallerinin iigte biri bu bélgeden
kaynaklanir (8). ikinci bolge ise koenzim Q - sitokrom b bélgesi olup, ubikinonun
oksidasyonu elektron transport sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin iigte
ikisini olugturur. Elektron transport sisteminde kullamilan oksijenin %1-5" i Oy~

olusumu ile sonuglanir (sekil 1).

Rotenon Antimisin A

KCN
o, 0,,H;0, 1 o, 0, H,0, l 0, 14H" 2H;0
NADH ——{NADH Dehidrogenaz |—— Ubikinon Cyte
Kompleks I Kompleks IV
quksinat dehidrogenaz o - gliserofosfat dchidrogenazj
Soksinat kompleks 1} o« - gliserofosfat

Sekil 1. Elektron transport sistemi (9).

e) Ayrica onemli olgiide siiperoksit radikalleri fagositoz sirasinda fagositoz yapan
hiicreler (notrofil, eozinofil ve makrofajlar) tarafindan amagh ve enzimatik olarak

iwretilirler (2).



Siiperoksit radikali iireten tepkimelerde yapilan bu ilk radikal bir seri
tepkimelerle diger serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Ortamda
biriken superoksit radikallerinin girebilecegi baglica tepkimeler agagidaki gibi
oOzetlenebilir.

1. Siiperoksit radikali, kendiliginden dismutasyona ugrayabilir.

2. Ortamdan bir proton alarak perhidroksil radikali (HO, ) olusturulabilir.

3. Hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH) ve tekil

oksijen ('O,) olusturulabilir.
0, +H,0, — 4 '0,+ OH + OH

4. Diagil peroksitlerle oldugu gibi, diger tepkimelerle tekil oksijen yapimina

neden olur.
0,"+ O — !0, + OH
20," + R-C-0-0-C-R — !0, + 2RCO0~

Olugumlarina superoksit radikallerinin neden oldugu bu radikaller diger
radikalik tepkimeleri baglatirlar ve superoksidin kendisinden gok daha reaktif ve
toksik etkilidirler. Bu nedenle superoksit radikalleri olustuklann anda

uzaklastirilmazlarsa diger radikallerin olusumu kagimlmazdir (2).

2.2.2. Hidroksil Radikali (OH'):
1934 yihnda Haber ve Weiss hidrojen peroksidin O, ile indirgenmesiyle

hidroksil radikali olusabilecegini gostermigtir (10).

O, +H,0p — OH +0OH + O,



Daha sonraki yillarda aragtiricilar canhilarda fizyolojik olarak onemli
miktarda OH' iiretilemeyecegine inamyorlardi. Ciinkii O,> nin H,0, ile
etkilesiminin hiz sabitinin siiperoksit radikallerinin kendiliginden dismfutasyonu ile
yarigamiyacagini kabul ediyorlardi. 1978 yilinda redoks katalizér olarak gorev
yapan bir metal, 6rnegin gelat yapmig demir varliginda Haber-Weiss tepkimesinin
biyolojik sistemlerde de ¢alistif1 ve onemli'miktarda OH' iiretildigi gosterildi  (Sekil
2).

Sekil 2. Haber - Weiss zinciri (11).

Biyolojik sistemlerde hidroksil radikallerinin, bir gegis elementinin, dzellikle
de demirin katalizor rolii oynadig1 bir reaksiyon aracilifi ile meydana geldigi
diigiiniilmektedir (12). Buna goére +3 degerlikli demir iyonlan once siiperoksit
radikali tarafindan +2 degerlige indirgenmekte ve daha sonra da elektronlarim
hidrojen peroksite aktararak hidroksil radikali olugmasina neden olmaktadr.

Fe'*- complex + O,” Fe'% complex + O,

—_—

Fe'>- complex + H,0, — Fe"’- complex + OH + OH' (Fenton tepkimesi)

Fe-complex

Net reaksiyonu O, + H;0, * O, +0H +OH




2.2.3. Hidrojen Peroksit (H,0,):
Hidrojen peroksit, molekiiler oksijene iki elektron katilmasiyla olugur.
Membranlardan kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir.

[4

0, +2¢ +2H' — H,0,

Biyolojik sistemlerde asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile olur.
Tepkime sonucunda radikal olmayan iirimler meydana geldigi igin bu bir
dismutasyon tepkimesi olarak bilinir.

202-' + ZH’ —_— H202 + 02

Bu tepkime ya kendiliginden ya da superoksit dismutazin katalizi ile
gergeklesir (13). Bir serbest radikal olmadig1 halde H,0, reaktif oksijen tiirlerinden
kabul edilir ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii
siiperoksitle tepkimeye girerek hidroksil radikali olugturur. Bu tepkimeye Haber-
Weiss tepkimesi adi verilir. Katalizér olarak Fe kullanilir ve bu tepkime oldukga

hizhidir,
H,0; nin oksijen metabolizmasindaki onemi Sekil 3’de 6zetlenmistir.

Detoksifikasyon Detoksifikasyon

20,420, H,0, ____ , H,0,102

Hem 1¢ ile indirgenme 2
oksidasyonu Toksisitenin
artigl
OH

Hem kompleksi

Sekil 3. Oksijen metabolizmasinda H,O, nin rolii (14).



2.2.4. Tekil (Singlet) Oksijen ('0,) :

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylagilimammg dis elektronlap spinlerini
degistirebilirler. Oksijenin bu gekilde uyarilmig dig iki elektronu ayr ayn veya aym
orbitali iggal edebilir. Oksijenin bu iki formuna tekil (singlet) oksijen denir. Tekil
oksijenin delta formunda (‘AgO,) iki elektron aym orbitalde bulunur ve spinleri
birbirine zittir. Diger orbital bostur. Sigma formunda (‘Y'g0,) ise elektronlar ayrn
ayn orbitallerdedir ve spinleri bitbirine zittir (15). Bu farkli formlar Sekil 4’de

Ozetlenmistir (6).

Molekiiler oksijen ) T 380,
Delta Tekil oksijen T 'A'g0,
Sigma Tekil oksijen T d '5'80,

Sekil 4. Molekiiler ve tekil oksijenin son orbitalindeki é dagilimi
Tekil oksijenin her iki formuda aldig: enerjiyi 151k enerjisi halinde vererek

eski durumlarina donebilirler

2.3. Hiicrede serbest Radikallerin Olugumu:

Endojen ve eksojen kaynaklar radikal olugturabilir. Endojen olarak
mitokondrial elektron transport zinciri, metal katalizli otooksidasyon reaksiyonlari,
prostaglandin sentezi ve oksidazlar (ksantin oksidaz, NADPH oksidaz) ve
oksijenazlarin (sitokrom p450 sistemi) katalizledigi reaksiyonlar baghca radikal
olusturan kaynaklardr,

Eksojen olarak uv, x 1ginlari, iyonize radyasyon, bazi kimyasal ajanlar (CCly)

radikal olusumuna neden olmaktadir.

)



2.4. Serbest Radikallerin Canl Organizmalarda Sebep Oldugu
Reaksiyonlar:
Serbest radikaller ve 6zellikle oksijen tiirevi serbest radikaller niikleik asitler,
serbest amino asitler, proteinler, lipitler, lipoproteinler karbohidratlar basta olmak
iizere hemen hemen biitiin simiflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek geriye

doniislii veya doniigsiiz hasar meydana getirebilirler.

2.4.1. Serbest Radikallerin Sebep Oldugu DNA Hasari

iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y: etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Oliime yol agarlar. Sitotoksisite biiyiik oranda, niikleik asit
baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksit membranlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA,
serbest radikallerden kolayca zarar gérebilen 6nemli bir hedeftir. Siiperokside maruz
kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik

ozellik gosterirler ki bu oldukga 6nemli bir etkidir (106).

2.4.2. Serbest Radikallerin sebep oldugu Amino Asit ve protein Hasari:

Proteinler ve niikleik asitler lipitlerden daha az serbest radikal etkisine maruz
kalirlar. Sonugta karboniller ve perloksitler olusur. Hasarin tespitinde karboniller
olgillir. Doymamug bag ve siilfidril grubu ihtiva eden molekiillerin serbest
radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
methionin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest oksijen radikallerinden
daha kolay etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller
meydana gelir. Bu tepkimeler sonucu, immunglobin G (IgG) ve albumin gibi fazla
saytda disiifid bag: bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur ve normal

fonksiyonlari yerine getirmezler (17).
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2.4.3. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Bir ¢gok molekiil serbest radikallerden etkilenir. Fakat etkilenmeye en hassas
olan yapilar lipitlerdir. .

Ozellikle hiicre membranlari, poliansature ya§ asitlerince (PUFA) zengindir
ve serbest radikallerle kolaylikla etkilesirler (18). Bu tepkime ¢ok zarar verir giinkii
zincirleme devam eder (19, 20). Hidroksil radikali yag asidindeki metil
karbonlarmin  birinden hidrojen koparip suya doniigiirken geride karbon
atomlarindan biri radikal haline doniigmiis poliansature yag asiti kalir.

Hasar olusum mekanizmasi g6yledir.

IH+R — L +RH

L +02 —— LOO

LOO + LH—— LOOH+L

LOOH——— LO, LOO, Aldehitler

LH  : hedef poliansature yag asidi

R : Olay1 baglatic1 oksidan radikal

L : Yag asidi radikali

LOO' : peroksil radikali

LOOH: Lipid hidroperoksitler

Buradaki peroksil radikalleri (LOO") zincir reaksiyonunun araglandir ve bir
sonraki PUFA’ y1 okside ederek yeni zincir reaksiyonlar1 baglatirlar. Lipid
peroksitler sonunda aldehitlere gevrilitler. Biyolojik olarak aktif olan aldehitlerden
en ¢ok bilineni malondialdehidtir (MDA) (1, 21).

Membran lipidlerinden poliansature yag asitlerinin  peroksidasyonu
membranda bir ¢ok hasara neden olmaktadir. Poliansatiire yag asitleri, ¢ift bagin
bulundugu noktada belli bir ag1 yaparak diga dogru agilirlar. Membran yapisinda gift
bagh yag asitlerinin sayisimin biyiikligti gozoniine alinirsa, bu yapilanmanin
membranda akici bir yapt olugturmasi beklenen bir durumdur. Lipid peroksidasyonu

ile bu noktalar tahribe ugrayip diizlesmeler veya halkalagmalar olmaktadir. Sonugta



hem membran akigkanlit bozulmakta hem de membran ile ilgili yapilar (pompalar,
tagiyict molekiiller, iyon kanallar) dejenere olmaktadir.

Serbest radikallerin lipid peroksidasyonuna yol agarak hastalik glusturmada
rol oynadiklarini gosteren gok sayida galigma mevcuttur (1, 22).

Vitamin E, sellidler ve subselliiler membran fosfolipidierinde bulunan
poliansature yad asitlerinin peroksidasyonuna karst ilk savunma hattim
olusturmaktadir (23). Tokoferoller, fenolik bir hidrojeni peroksidasyona ugramis bir
poliansature yag asidindeki serbest peroksil radikaline aktarabilmelerinin sonucu
olarak serbest radikal zincir reaksiyonlarim kirarak antioksidan bir davramg ortaya
koymaktadir.

ROO +tocOH ——— ROOH + tocO

ROO + tocO® ——— ROOH + (zararsiz E vitamini radikali)

Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda tesirlidir
ve bundan dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda
ornegin  eritrosit membranlarnt ve solunum sistemi membranlarinda fazla

bulunmaktadir (24).

2.4.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara igimi ile iligkili kronik
hastaliklarin patolojik siireglerinde 6nemli rol oynarlar.

Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asid sinoviyal
stvida da bol bulunur. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya gok sayida
polimorf hiicreler geger ve muhtemelen immun komplekslerle aktivasyonlan sonucu
ekstraselliller siviya H,0, ve O,” salgilarlar. Bu radikallerin in vitro olarak
hyaliiroﬁik asidi  pargaladiklann  gosterilmistir. Hyalironik asid pargalanmas:

enflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal stvinin karakteristik bir 6zelligidir.



2.5. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Olusturulan Hiicresel
Savunma Mekanizmasi

Normal diizeyde olduklart siirece zararh etkileri olmayan serb%st oksijen
radikalleri ile miicadele olduk¢a o©nemlidir. Serbest oksijen radikallerinin
organizmadaki diizeylerini artiric1 etmenler olarak o6zellikle “oksidatif stres yapici
nedenler” in ve risk faktorlerinin belirlenmesi ve uzak durulmasi miicadelede ilk
yapiimasi gerekenlerdir.

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasart 6nlemek igin viicutta bir ¢ok savunma mekanizmalan gelismistir. Bunlar
antioksidanlar olarak bilinirler (25) ve enzimatik ve nonenzimatik mekanizmalar
olarak iki kisma ayrihrlar. Eksozen ve endojen kaynakli antioksidanlar Tablol ve
Tablo 2°de toplu olarak gosterilmigtir. Serbest radikallere karst koruyucu enzimlerin
timii hiicre i¢i enzimler olduklarindan, hiicre disi yapilarin serbest radikal
hasarindan korumasinda nonenzimatik antioksidan maddelerin 6nemli fonksiyonlan
vardir. SOD enzimi diginda serbest radikallere kargt koruyucu enzimlerin tiimii
hiicre igi enzimler olduklarindan hiicre dis1 yapilarin serbest radikal hasarina karsi
etkili degildirler. Hiicre dis1 sivilarin korunmasinda nonenzimatik antioksidanlarin

onemli fonksiyonlar vardur.



Enzimatik

Siiperoksid Dismutaz (SOD) (O, Detoksifikasyonu)
Katalaz (H,O, detoksifikasyonu)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (H>O, detoksifikasyonu)

Enzimatik olmayan

Lipid fazda ¢oziinenler

a-tokoferol (E vitamini)

f3- Karoten (A vitamini Onciilii)

A vitamini

Swvi fazda goziinenler

Glutatyon

Askorbik asit (C vitamini)

Urik asit (Radikal siipiiriicit)

Sistein (Radikal stipiriicii)

Bilirubin (Radikal stiptiriicii)

Albumin (LOOH, HOCI temizleyicisi)
Seruloplazmin (SOD’ye benzer mekanizma)
Transferrin (Dolasimdaki demire baglamr)
Laktoferin (Dolagimdaki demire baglanir)
Ferritin (Doku demirine baglanir)

Yardimcr Enzimler
NADPH-kinon oksidorediiktaz
Epoksid hidrolaz
GSSG-rediiktaz
Semidehidroaskorbat rediiktaz
Methionin siilfoksid rediiktaz
DNA tamir enzimleri

Konjugasyon enzimleri:
UDP-glukoronil transferaz
Siilfotransferaz
GSH-Transferaz

Tablo 1: Endojen Kaynakh Antioksidanlar (20).



Ajan Sintfi

Ksantin oksidaz
inhibitérleri

Protcaz inhibitoricri

NADPH Oksidaz
inhibitorler

Siiperoksit Dismutaz

Katalaz

Nonenzimatik serbest
radikal siipiiriiciiler

Demir rediiklenmesini
inhibe eden ajaniar

Endojen antioksidanlarm
aktivitesini artiran ajanlar

Antinétrofil ajanlar

Spasifik Ajan

Allopurinol
Oksipurinol
Folik asit
Pterin aldehid
Tungsten

Soya fasulyesi tripsin
inhibitorii

Diger serin proteaz inhibitétii
Fenilmetilsiilfonil floriir

Adenozin

Lokal ancstetikler

Kalsiyum kanal blokerleri
Nonsteroid antienfl.
NADPH’a kargt monoklonal
Antikorlar

Cetiedil

Difenilin Iyodiir

Dogal SOD

Polietilen glikol-SOD
Dogal Katalaz
Polietilen glikol-katalaz

Mannitol
Albiimin
Dimetil siilfoksid (DMSO)

Dimetil tiyoiire

17- Aminosteroidler
Glutatyon

Urat temizleyicisi
Bilirubin

Desferroksamin
Apotransferrin
Seruloplazmin

Oltipraz
Ebsclen
Glutatyon
Asetil sistein

Antinétrofil serum
Antiadezyon etkili ajanlar

Etki Mekanizmasi

(Ksantin oksidaz etkisi ile siiperoksid
olugumunu inhibe ederler)
[

Ksantin dehidrogenazdan ksantin oksidaz
olusumunu inhibe ederler.

Makrofaj ve nétrofillerde NADPH oksidaz
etkisi ile Siiperoksid olusumunu inhibe
ederler.

0,"+ 2H'— H,0, reaksiyonunu katalizler

2H,0, - 2H,0 + O, reaksiyonunu katalizler

HO™ Temizleyicisi
LOOH, HOCL
Fe’' + 0, - Fe”* , HO" Temizleyicisi

HO™, H,0, , HOCI temizleticisi
LOOH, O, Temizleyicisi

HO", H,0; temizleyicisi

HO", O, , temizleyicisi

Serbest Fe** baglar

Endojen glutatyon peroksidaz
aktivitesint artirirlar

Dolagimdaki nétrofilleri yok eder.
Notrofillerin endotele adezyonunu énlerler

Tablo 2: Eksojen kaynaklt antioksidanlar (26).
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2.5.1. Serbest Radikallerden Koruyucu Enzimler

Canli hiicreleri serbest radikal hasarindan koruyan enzimlerden en 6nemli iig
tanesi (27):

a) Siiperoksit dismutaz (SOD)

b) Katalaz (CAT)

c) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

«

Biz ¢aligmamza siiperoksit dismutaz ve katalazi dahil ettigimizden sadece

bunlar hakkinda bigi verecegiz.

2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit radikallerinin canlilarda tiretildigi uzun yillar bilinmesine ragmen,
bu radikallerin temizlenmesi ile ilgili herhangi bir enzimin varhg 1969 yilina kadar
bilinmiyordu. ilk defa McCord ve Fridowich tarafindan tanimlanmistir. Bu
arastiricilar daha once alyuvarlardan saflagtirlan fakat herhangi bir enzimatik
aktivitesi oldugu saptanmayan bakir igeren mavi bir proteinin (Erythrocuprein)
ksantin oksidaz deney sistemine eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe
ettigini buldular (5, 28).

Siiperoksit  dismutaz, siiperoksit radikallerinin  hidrojen  peroksite
dismutasyonunu katalizleyen enzim grubudur (29). Hiicrelerin sitozoliinde,
mitokondrilerinde ve plazmada bulunurlar. Bakir-ginko, mangan ve demir ihtiva
eden baslica iig tip izoenzimi vardir. insanda Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD izoenzimleri
bulunur (30). Demir igeren SOD o6karyotik hiicrelerde bulunmaz. Cu,Zn-SOD’in
plazmada bulunan sekli hiicre sitozoliinde bulunan seklinden farkhidir. Bu

enzimlerin katalizledikieri net reaksiyon asagida gosterildigi gibidir:
20, + 2H" , H,0, + O,
Cu,Zn-SOD’1ar: Hayvansal hiicrelerin sitozoliinde yer alan enzimin 32.000

dalton agirhiginda ve iki subiiniteden olustugu tesbit edilmigtir. Cu,Zn-SOD geni

21 no’lu kromozomda lokalizedir (31, 32, 33). Bu subiinitelerin herbirinde bir Cu ve
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bir Zn atomu bulunmaktadir. Ayrica her alt birimde bir zincir igi disiilfiir képriisii,
bir siilfidril grubu ve bir asetillenmig terminal amino grubu bulunmaktadir (34).

Mn-SOD’lar: Dogal bakteriyel enzim birbirinin ayri olan ve herbiri bir
mangan atomu ihtiva eden yaklagsik 23.000 molkiil agirligina sahip iki monomerden
meydana gelmistir ve mitokondride lokalizedir. CuZn SOD ile Mn-SOD ler yapi
bakimindan aynidir. Fakat farkli pH’lara etkindirler.

Fe SOD’lar: Enzimin yapisinda +3 degerlikli demir oldugu tesbit edilmistir.
ilk kez E. Colide tesbit edilmigtir. Cevreden gelen etkilere karsi koruyucu bir

fonksiyon gérmektedir.

2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, 4 “hem” grubu igeren bir hemoproteindir yapisinda Fe III bulunur
(35). Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, bu enzim bir molekiil H,0,’i
elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak
kullanabilir. in vivo birgok durumda, katalazin peroksidaz aktivitesi tercih

edilimektedir.

2H,0, — 2H,0+ 0,

Katalaz, kanda, kemik iliginde, mukoz membranlarda bsbrek ve karacigerde
bulunur. Gorevinin dismutaz etkisi ile olugan hidrojen peroksidin yikimi oldugu
saniimaktadir. Mikro yapilar veya peroksizomlar, karaciger dahil birgok dokuda
bulunur. Bunlar oksidazlar ve katalazlar agisindan zengindirler. Peroksizomal
enzimlere ek olarak, ksantin oksidaz ve mitokondrial ve mikrozomal elektron

transport sistemleri H,0, kaynaklar olarak degerlendirilmelidirler.

AH» A

/

AH- —~— 1 A /

0, ~ 11,0, | KATALAZ | 2H,0
[ oksipaz |

P N
“*H,0, 0>
Sekil 5. Hidrojen peroksidin yikihiminda katalazin rolii (36).



2.6. Romatoid Artrit

Romatoid artrit konnektif doku hastaliklan arasinda en sik goriilen, etyolojisi
bilinmeyen ve ozellikle eklemleri tutan sistemik bir hastaliktir. Eklemlerde goriilen
iltihab1 artrit 6zellikle eller, el bilegi ve ayaklar gibi periferik eklemlerde, simetrik
olarak goriiliir. Eklemlerdeki iltahabin yayginlik derecesi, klinik seyri ve ekstra
artikiiler belirtileri vakalar arasinda biiyiik bir heterojenite gésterir.

Romatoid artrit, hudutlu populasyon g¢alismalarmda Avrupa ve Kuzey
Amerika’da %]1-3 oramnda goriilmiistir. Kadinlarda erkeklere oranla 3 misli
fazladir. ileri yaslarda bu fark azalir. iklim, cografik bolge ve kiiltiir ile belirgin bir
iligkisi yoktur. Irsiyetle de belirgin bir iligkisi oldugunu séylemek giigtiir.

Romatoid artritli hastalarda genellikle normositik, normokromik bir anemi
vardir. Serum demiri diigitk degildir. Fakat diger demir eksikligi anemilerinin aksine
demir baglama kapasitesi veya transferin artmigtir. Demir tedavisine iyi cevap
vermez. Bagka bir deyimle demirin eritrositlere baglanmasinda bir kusur vardir, ve
bunun nedeni de iyi bilinmez. Lokosit sayist hafif¢e artmuigtir. Sedimantasyon hizi
yiiksek olup genellikle hastaligin aktivitesinin takibinde indeks olarak kullamlir,

Romatoid artrit teshisi konulduktan sonra tedavisinde birgok ilaglar
kullanilmakla birlikte bunlarin higbirisi kesin tedavi edici ve ideal olmayip, uzun
siire kullanildiklarinda gesitli yan etkileri goriilebilmektedir. En ¢ok kullanilanlar;

Salisilatlar: Aspirin RA tedavisindeki ilaglar arasinda ilk siray1 almaktadir.
Salisilatlarin antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkileri vardir. Etkilerini
prostaglandin sentezini siklooksijenaz yolundan inhibe ederek gosterirler.

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar: Fenilbutazon ve tiirevleri o6ncelikle
kullamhr., Bunun yaninda indometazin, diklofenak, etadolak, fenoproten ve
naproxen son zamanlarda kullanilmaktadir.

Ayrica altin  tuzlar, D-penisilamin, sulfazalazin tirii ilaglar da

kullanilmaktadir.
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2.7. Romatoid Artiritte Serbest Radikallerin Rolii

Serbest radikaller gesitli hastaliklardan patogenizinde 6nemli rol oynar. Bir
¢ok hastalikta oldugu gibi romatoid artritte de serbest radikal iiretiminin arttifi ve
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmisgtir.

Oksijen radikallerinin, hyaliinonik asit gibi karbonhidrat polimerlerini
pargalayabildigini gosteren gesitli ¢aligmalar mevcuttur (37, 38). Bu madde synovial
stvinin viskozitesinin korunmasimnda biiyiik 6neme sahiptir. Eklem sivisinda bulunan
hyaluronik asit ve diger proteoglikanlara ilave olarak, kollajen ve kikirdak
dokularimin, iltithap hiicrelerinden salinan serbest radikallerin etkisi ile
pargalanmasinin, romatoid artrit olugmasinda onemli role sahip oldugu
diisiiniilmektedir (39).

Fakat romatoid artrit, bir destek dokusu hastahif1 ve otoimmun hastalik olarak
tanimlanmakla birlikte; oksidatif stres ile olusan bir hastalik olarak tarif edilmesi
oldukga zordur. Inflamasyona ugramug bir eklemin iginde iiretilen oksidatif iiriinler
oloimmun bir fenomen ve konnektif doku tahribati olugturabilirler ve eger

antioksidan tedavi uygulanirsa romatoid sinovitisin ilerlemesi baskilanabilir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

[i4

Calismamiza, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastaliklan
Klinigine ve Malatya Askeri Hastanesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Klinigine
teshis ve tedavi amaciyla gelen RA’li hastalar dahil edilmistir. Bu hastalarin 26
tanesi ilag tedavisi alan, 8 tanesi ise teghisi konmus fakat ilag tedavisi almayan
hastalardan olugmaktadir. flag tedavisi alan gruptaki hastalarin yaslan 24 ile 75
arasmda degismekteydi (ort £ SD 50,2 * 11,6). ilag tedavisi almayan gruptaki
hastalarin yaglar1 25 ile 58 (ort £ SD 42,6 * 10,0) arasinda idi.

Kontrol grubu, dahiliye poliklinigine bagvuran tamamen saglikli sahislardan
segilmigtir. Bu gruba dahil kigilerin yaglari 28 ile 65 arasinda degigmekteydi (ort +
SD 43,5 + 11,6).

Tedavi alan hastalar su ilaglan kullanmaktaydi: Nonsteroid antienflamatuar
ilaglar (NSAID), Steroid, Methotrexate, D vitamini tiirevleri, folbiol, D-penisilamin

ve ¢esith analjezik ilaglar.

3.2. Kullanilan arag, gere¢ ve kimyasallar

Cahsmada Hermle Z 383 K santrifijjii ile LKB Biochrom Ultrospec Plus
UV/visible Spectrophotometer kullamlmagtir.

Caligmada kullamlan maddeler sunlardir: Hemoglobin reaktifi (Randox);
Ksantin oksidaz enzimi, ksantin ve nitrobluetetrazolium (NBT) (Sigma); CuCl,,
bovin serum albumin, H,0,, EDTA, Na,COj3, (NH,),S04, Kloroform, Etanol, NaCl,
KH,PO,4, Na,HPO,.2H,0 (Merck).

Istatistik programi olarak SPS programinda Kruskal Wallis ve Mann Withney

U testi kullamilmistir,



3.3. Yapilan islemler

3.3.1. Kan numunelerinin hazirlanmasi .

Kan numuneleri, hasta ve normal kisilerin antekiibital venlerinden alinmgtir.
A¢ olarak aliman kanlar 2cc’lik orjinal olarak hazirlanmng CBC tiiplerine
konulmustur. Tiipler (0,8 cc’lik) Na-Sitrat igermekteydi. Alinan kanlar
bekletilmeden 3000 rpm’de on dakika santrifiij edildi. Plazma aynldiktan sonra
eritrositlerin iizerinde beyaz bir tabaka halinde duran I5kositler bir otomatik pipet ile
uzaklastirildi. Eritrositler izotonik NaCl ¢ozeltisi ile li¢ kez yikanarak santrifiij
edildi. Caligmada son yikamadan sonra elde edilen eritrositler ve 6nceden ayn bir
tiipe alinan plazma kullanildi. Numuneler analiz zamanina kadar derin dondurucuda
(-40°C’) saklands.

Eritrositler analiz 6ncesi % oraninda buz soguklugunda distile su ile hemoliz
edildi. Bu hemolizatta siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktiviteleri ile

hemoglobin tayini yapildi.

3.3.2. Hemoglobin Tayini

Hemoglobin standarti kullamlarak standart grafigi ¢izildi. Deneye
baglamadan once reaktifin iginde bulunan cyanure/ferricyanure distile su ile 1 It’ye
tamamlandi. Ve iizerine 500 pl Brij 35 eklendi. Hazirlanmig olan bu ¢6zelti oda
isisinda muhafaza edildi. Caligma yapilincaya kadar koyu bir sisenin iginde
saklandh.

islem: Bir deney tiipiine hazirladigimiz reaktiften 2,5 ml konuldu. Uzerine
onceden hazirladiginuz (eritrositlerin ¥ oraminda hemoliz edilmis hali) hemolizattan
10ul eklendi. Kor olarak, hazirlanan reaktif kullamildi. 540 nm’de, koére karsi
numunenin absorbansi okundu (olusan renk bir kag saat sabittir). Okunan

absorbanslarin karsihik geldigi Hb degerleri standart grafiginden okundu.



3.3.3. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Deneyin prensibi: Bu metodda superoksit dismutaz aktivitesi, ksantin-
ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksit radikallerinin NBT’yi (nitroblue
tetrazolium) indirgemesinin enzim tarafindan engellenmesi esasina dayamir. Bu
sekilde iiretilen superoksit radikallerinin nitroblue tetrazolium ile reaksiyona
girerek, bu maddeyi indirgemesi sonucunda 560 nm’de maksimum absorbans
veren formazan olusur. Ortama konulan numunedeki enzimin iiretilen radikalleri
dismutasyona ugratmalarn nispetinde NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaglar ve
sonugta spektrofotometrede okunan absorbans degerleride diiger. Enzimin olmadig:
ortamda bu indirgenme meydana gelip mavi bir renk olugmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise indirgenme olmayip mavi-mor renk meydana gelememekte veya

enzimin aktivitesine bagl olarak agik renk olugmaktadir (40).

Kullamlan reaktifler:

- Cahsma raektifi:

1. 0.3 mmol/L xanthine; 9.13 mg alinip 200 ml bidistile suda ¢oziiliir. Cozme
islemi bir kag damla 1 M NaOH’li ortamda hafifge 1sitilarak yapilir.

2. 0.6 mmol/L Na2EDTA: 25 mg alimp 100 ml bidistile suda ¢oziiliir.

3. 150 umol/L NBT: 12.3 mg alinip 100 ml bidistile suda ¢6ziiliir.

4. 400 mmol/L Na2CO3: 2.54 gr alinip 60 ml bidistile suda ¢oziiliir.

5. 1 g/L bovine serum albumin (BSA): 30 mg alimp 30 ml bidistile suda

¢oziilur,

Hepsi kanigtirihr (toplam 490 ml) koyu renkli bir sisede + 4°C de saklanir.

- Ksantin oksidaz (167 w/L): 10 pl ksantin oksidaz alimp 1 ml soguk 2 M
(NH;),S0, ile kangtinhir. Tiip bir kag kez alt-iist edilir, Enzim g¢ahigma ¢ozeltileri
deney esnasinda hazirlamr.

- 2M (NH,),SO4: 2.64 gr ahmp 10 ml bidistile suda ¢oziiliir. Buzlukta

saklamr.



- 0.8 mmol/L CuCl;: 10.8 mg CuCl, alimp bir miktar bidistile suda g6ziilerek
100 ml ye tamamlanir.
¢
Deneyin yapilisiz Hemoliz edilmis eritrositler 1/5 oraminda sulandirildi.
Kloroform/etanol (3/5, v/v) ile bire bir oraninda karnigtinlarak 3000 rpm de 20
dakika santrifiij edildi (41). Analizde istte kalan berrak kisim kullamlda. Plazmadaki

Olgiimler ise plazmay1 herhangi bir ek igleme tabi tutmadan direkt yapildi.

Kor Numune (Eritrosit veya plazma) |
Caligma ¢ozeltisi (ml) 2.85 2.85
Siipernatan (ml) - 0.10
Bidistile su (ml) 0.10 -
Ksantin oksidaz (ml) 0.05 0.05
25°C oda 1sisinda 20 dakika inkiibasyon
CuCl; (ml) 1.0 1.0

Numune ve kér 560 nm dalga boyunda suya kars1 okunur.

. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

Absorbans (kér) - Absorbans (numune)
% Inhibisyon = x 100
Absorbans (kor)

% 50 lik inhibisyona 1 U denildigi igin

AK-AN
X100
AK 1

U/ml = X ml

50 0.1

AK-AN
U/ml= x 20 x 5 (sulandirma faktorii)
AK
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(Unite : Bir SOD iinitesi, NBT reduksiyonunu %350 oraminda inhibe eden enzim

aktivitesidir.)

Hemoglobin bagina SOD aktivitesi:

AK-AN
U/ml = x 20x5
AK

AK-AN
x 100 (U/mL)
AK
U/gr HL =

Hb (gr/mL)

AK-AN
U/gr Hb = x 100 U/gr Hb
AK



3.3.4. Katalaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Deneyin prensibi: Hidrojen peroksit (H,0;) ultraviole spektmmru araliginda
240 nm’de maksimum absorbans verir. Deney ortaminda katalaz enziminin katalizi
ile H,O, nin pargalanmasi sonucu, 240 nm’de absorbansda azalma meydana gelir.
Absorbansta gozlenen azalma hiz1 katalaz enzim aktivitesi ile dogru orantilidur,

H,0; 151k spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan bir
absorbsiyon verir. Uygun tampon iginde bulunan H,0,’nin numunede bulunan
katalaz enziminin etkisi ile yikilmasi sonucu bu maddenin 240 nm’de sebep oldugu
absorbansta, azalma meydana gelir. H,O, substrat olarak kullamlir. Olugsan O,

miktar olgiilerek katalaz miktari 6lgiilmiis olur.

Kullanilan reaktifler:

I. Fosfat tamponu (pH 7) 50 mM: 7.1 g/L. 600 ml Na,PO, ile 6.8 g/L. 400 ml
KH,PO;, kangtirthr.

2. Fosfat tamponunda H,0, ¢ozeltisi; %30’1luk H,0, ¢dzeltisinden 34 pL alinarak
daha once hazirlanmig 100 mL fosfat tamponununda seyreltilir. Bu karigimin
absorbans1 240 nm’de yaklagik 0.5 olmalidir. Absorbans bu degerden daha diigiik

ise kiigiik miktarlarda H,O, ilave edilerek absorbansin 0.5 olmasi saglanir (42).

Deneyin Yapihgi: Hazirlanan hemolizat 1/10 oraminda diliie edilerek

kullantdmistir.

Kor kiiveti Numune kiveti
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0; gozeltisi 10wl 2.99 ml
Numune - 10 pl

240 ninde 15 sn araliklarla 5 okuma yapilmigtir.

Yukaridaki galigma semasma uygun olarak once kiivete fosfat tamponu
icinde hazirlanmig H,O, ¢ozeltisi ve ardindan numune eklendi. Numune ilave

edildikten sonra kiivet alt iist edilerek karnigmast saglandi. Vakit gegirmeden



spektrofotometredeki yuvasina yerlestirildi. Gostergeden absorbanstaki azalma takip

edilerek, her 15 sn de bir okuma yapildi. Okuma islemleri bes kez tekrarlandi.
N

-~

Enzimin aktivitesinin hesaplanmasi

2.3 Al
K= xlog

At A2
At = tr-1

At ¢ yi biz 30 sn olarak aldik. Buna gore formiiliimiiz

2.3 A[ AI
Ko = x log =0, 077 x log
30 Az A2

10 kat seyreltilmis numune kullandigimiz igin;

A,
Ky=0.77 xlog
A,
I ml numunedeki enzim aktivitest ise;

Ay

Kyw=77 xlog
Az

Hb basina katalaz aktivitesi;

Ay
T7xlog
Az
K/gHb =

“Hb gr/ml
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5. BULGULAR

Kontrol ve hasta gruplarindaki sahislarin eritrosit ve plazmalarinda 6lgiilen

Enzim Aktiviteleri:

1) Tedavi alan Romatoid Artiritli Hastalarin eritrosit ve plazmalarinda
dlciilen Katalaz ve SOD aktiviteleri:

Tedavi olan romatoid Artiritli hasta grubuna dahil 26 hastadan alinan kan
numunelerinde yapilan analizler sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 3°de toplu

halde gosterilmektedir.

Yapilan degerlendirme sonucunda bu gruba dahil hastalarin eritrositlerinde
SOD aktivitelerin 763 U/grHb ile 1603 U/grHb arasinda degistigi (ortalama £ SD;
1184 + 1820); katalaz aktivitelerin 41,4 K/grHb ile 102,2 K/grHb arasinda degistigi
(ortalama £ SD 66,7 £ 14,6) tespit edilmigtir.

Aymi gruba ait hastalarin plazmalaninda SOD aktivitelerinin 0.3 U/ml ile

4.3 U/ml arasinda degistigi (ortalama £ SD; 1.91 % 1.16) bulunmustur.

8



Tablo 3: Tedavi alan RA’li hastalarin eritrosit ve plazmalarinda tespit edilen

siiperoksit dismutaz ve katalaz aktiviteleri:

Eritrosit Plazma
No isim Cins Yas SOD Katalaz ~ SOD
(U/grHb) (K/grHb) (U/ml)
1. HK. K 56 1330 67,3 29
2. T.O K 56 1134 41,4 2,1
3. P.K K 48 1169 81,4 1,7
4. S K K 51 1269 70,9 2,2
S. CD E 53 1434 75,0 2,1
0. G.G E 24 1252 79,7 0,5
7. HY K 38 1117 65,7 3,3
8. MB K 58 1415 423 3,6
9. A.G K 58 1156 56,7 1,7
10. MU E 66 1243 67,7 1,9
1. AS K 50 1169 63,0 2,6
12. AS E 43 1208 77,4 0,9
13. MK K 56 1216 83,9 43
14, P.B K 29 1189 67,9 0,6
15, AU K 54 1017 70,6 3,2
16. G.i K 44 814 54,7 29
17. ZY K 65 1403 92,3 2,0
18. EY K 75 1077 62,7 3,7
19. N.E E 44 1196 58,0 1,5
20. G.D K 55 1147 69,2 0,2
21. AB K 35 763 52,8 2,2
22. S.K. K 48 1375 77,1 0,5
23, K.T. E 34 986 450 2,0
24. F.K K 65 1119 485 0,4
25. T K 55 983 60,9 0,5
20. Z.C K 46 1603 102,2 0,3
Ort+ SD 50,2 1184 66,7 1,91
+11.6 +182.0 +14.6 1,16




2) Tedavi almayan Romatoid artritli hastalarin eritrosit ve
plazmalarinda dl¢iilen Katalaz ve SOD aktiviteleri:

Tedavi olmayan RA’li hastalannn kan numelerinde yapllap analizler
sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 4’de toplu halde gosterilmistir.

Yapilan degeriendirme sonucunda bu gruba dahil hastalarin eritrositlerinde
SOD aktivitelerinin 1075 U/grHb ile 1782 U/grHb arasinda degistigi (ortalama + SD
1220.5 + 214.6), katalaz aktivitelerinin 50 K/grHb ile 108 K/grHb arasinda degistigi
(ortalama * SD; 67.38 % 16.8) tesbit edilmistir.

Ayrt gruba dahil hastalarin plazmalarinda SOD aktivitelerinin 0.5 U/ml ile
2.4 U/ml arasinda degistigi (ortalama + SD; 1.35 + 0.88) hesaplanmstir.

Tablo.4. Tedavi almayan romatoid artritli hastalarn eritrosit ve plazmalarinda

tespit edilen SOD ve katalaz aktiviteleri

Eritrosit Plazma
WNo isim Cins Yag SOD Katalaz SOD
(U/grHb) (K/grHb) (U/ml)
1. A.S K 38 1146 68,2 0,5
2. F.P K 35 1174 67,7 1,5
3. F.B K 58 1150 69,5 0,7
4, TK K 4] 1782 108 1,5
S. SPp K 41 1116 61,3 0,5
6. S.S E 25 1075 50 0,7
7. B.S E 53 1137 51,6 2.4
8. S.K K 50 1184 62,7 3
Ort+ SD 42,6 1220 67,38 1,35
+10,0 +214.6 +16,8 +0,88
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3) Kontrol grubuna dahil sahislarin eritrosit ve plazmalarinda blgiilen
SOD ve katalaz aktiviteleri:

Kontrol grubuna dahil 21 salustan alinan kan numunelerinde yapilan analiz
sonuglar1 Tablo 5’de toplu olarak gosterilmigtir.

Yapilan degerlendirme sonucunda kontrol grubuna dahil sahislarin
eritrositlerinde SOD aktivitelerinin 876 U/grHb ile 1589 U/grHb arasinda degistigi
(ortalama + SD; 1194,8 + 172,4); katalaz aktivitelerinin 31,7 k/ngb ile 106,5
k/grHb arasinda degistigi (ortalama x SD; 64,6 * 15,9) tespit edilmigtir.

Ayni gruba dahil gahislarin plazmalarinda olgillen SOD aktivitelerinin 0.4
U/ml ile 3,7 U/ml arasinda degistigi (ortalama + SD; 2,39 + 0.87) tesbit edilmistir.

Tablo 5. Konrol grubu sahislarin eritrosit ve plazmalarinda tespit edilen SOD ve

katalaz aktiviteleni:

Eritrosit Plazma
No isim Cins Yas SOD (U/grHb) |  Katalaz SOD
(K/grHb) (U/ml)

| D.H K 28 876 50,6 29
2 EO E 44 1160 61,1 2,8
3. B.S K 32 1110 442 3,3
4. MK E 32 1510 85,4 3,2
5. N.A K 68 1215 70,7 1,5
0. A.S E 39 [RA ) 67,7 3.3
7. M.B K 49 1163 67,7 0,8
| 8. ET E 38 1280 63,3 3,7
9. HT K 60 1021 61,3 2,8
10. AK K 45 1087 31,7 3,0
1. M K E 36 1200 67,9 2,7
12. F.G E 48 1271 56,9 1,7
13, i.z E 54 1123 73,8 2,4
4. H.D K 58 1427 71,2 2,8
15. T K 44 1310 37,9 1,7
16. N.D K 65 1589 106,5 24
17. AA K 36 1165 71,9 1,2
18, B.O E 28 901 52,5 33
19, G.T E 32 1362 78,5 2,2
20, CT E 35 1150 70,3 2,1
21 M.O E 42 997 63,7 0,4
Ort+ SD 435 11948 64,6 2,39

+11,6 +172,4 +15,9 +0,8

31




Tablo 6: Kontrol Grubu ve Hasta Gruplarinda Eritrosit ve Plazma SOD,

Cat Aktiviteleri
.

ERITROSIT PLAZMA
GRUPLAR SOD U/gr Hb CAT K/gr Hb SOD U/ml
Tedavi alan (1) 1184 +182.0 66.7 +14.6 191+ 1.16

(n= 26)
Tedavi almayan (1) 1220+ 214.6 67.38 +16.8 1.35+0.88

(n=8)

Kontrol (111) 1194 + 172.4 62.6+15.9 2.39 +0.87

(n=21)

Kontrol ve tedavi alan RA’li ve tedavi almayan RA’li hasta gruplarina dahil

sahislann eritrosit katalaz ve SOD aktiviteleri ile, plazma SOD aktivitelerinin

ortalama * SD’lart Tablo 6’da toplu olarak verilmigtir.
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Tablo 7: Kontrol ve tedavi alan RA’li ve tedavi almayan RA’li hastalarin

SOD (eritrosit ve plazma) ve CAT (eritrosit) aktivitelerinin istatistiksel olarak

kargilagtiriimalar1 (Mann Witney U testi)

e

ERITROSIT PLAZMA
SOD CAT SOD
1-2 p>0.05 p > 0.05 p>0.05
1-3 p>0.05 p>0.05 p>0.05
2-3 p>0.05 p>0.05 p<0.05

1- Tedavi alan RA’li hastalar

2- Tedavi almayan RA’li hastalar

3- Kontrol hastalan

Kontrol ve tedavi alan RA’li hastalar ile tedavi almayan RA’li hastalarin

eritrositlerinde olgiilen SOD ve katalaz ile plazmalarinda olgillen CAT enzim

aktivitelerinin istatistiksel olarak karsilagtirma sonuglari tablo 7’de toplu olarak

gosterilmektedir. Tablo 7‘de goriildiigii gibi kontrol grubu ile tedavi almayan RA’li

hastalarin plazmalarinda 6lgiilen SOD enzim aktiviteleri arasinda anlamh bir fark

gozlenmistir. Tedavi almayan hastalarda plazma SOD enzim aktivitesi kontrol

grubundan diisiik olarak bulunmugtur (p <0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Romatoid artrit etyolojisi tam olarak bilinmeyen sistemik otfoimmun bir
bozukluktur. En 6nemli ayinc1 6zelligi periferik eklemleride kronik, simetrik ve
erozif sinovitis olmasidir. Hastalarin biiyitk bir kisminda serum romatoid faktor
titrasyonlarinda yiikselme vardir. Eklem hastahfinin siddeti zamanla degisebilir
fakat simdiye kadar yapilan gozlemlerden anlagildigs kadariyla hastabk progressif
bir gidige sahiptir ve eklem harabiyeti, deformite ve sakatlikla sonuglanabilmektedir.
Fklem dist ek bulgular sunlardir: Subkutanéz nodiiller, vaskiilit, perikardit,
pulmoner noduller veya intestinal fibrozis, monondritis multipleks, episklerit veya
daha az siklikla sklerit.

Oksijenden kaynaklanan serbest radikallerin iflamasyon siirecinde 6nemli bir
rol aldiklar diigiiniilmektedir. Bakir igeren bir enzim olan SOD ve tiol gruplan
(RSH) bu hayli aktif bilesiklerin yok edilmesinde muhtemelen 6nemli bir rol
oynayarak olugacak hasara karg1 koruyucu fonksiyon iistlenmektedirler (43).

inflamasyon gibi fizyolojik stresler, basta gok fonksiyonlu bakir proteini olan
seruloplazmin olmak iizere akut faz reaktanlart olarak adlandirilan proteinlerin
plazma seviyesini arttirmaktadir (44). Seruloplazmin artiginda olugturulacak bir
sinirlama inflamatuar hasari Ilnzlandirabilecektir, bu bakimdan bu proteinin
inflamatuar hasar inhibe ettigi iddia edilmektedir (45, 46).

Aktif romatoid artritli hastalarda eritrositlerin omiirlerinin azaldit rapor
edilmektedir (47). Immunolojik bir galigmada romatoid artritli hastalarin perifer
kamindaki T lenfositlerin insan kemik iliginden koken alan eritrosid koloninin
bilyiimesini suprese ettigi bulunmugtur (48). Bu bulgular goyle bir hipotezin
gelismesine yol agmistir: Romatoid artritle ilgili olarak gelisen aneminin sebebi
eritrositlerde  endojen olarak iretilen siiperoksitlerin  hiicre iskeletini hasara
ugratmast ile yakindan ilgilidir,

Polimorfoniikleer lokositlerin, bakteri ve immun komplekslerin sindirimi
esnasmda 0,7, H,0, ve OH iirettikleri bilinmektedir (49). Romatoid artrit gibi

herhangi bir inflamatuar olayda I6kositier sinovial sivida birikir. Romatoid sinovial



stvinin non-inflamatuar sividan daha gok demir igerdigi bildirilmistir (50, 51). Bu
fazla demir sinovial membranlarda depo edilmektedir (52). Lokositler tarafindan
iiretilen O, ve H,0, eger derhal siipiiriilmezse birbirleri ile OH' olugtprmak iizere
reaksiyona girerler. Bu en son olusan radikal atak yaparak hyaluronik asiti ytkima
ugratir, boylece sinovial siv1 viskozitesini yitirerek eklemde daha fazla siirtiinmeye
sebep olur (51). Hicrelerde Oy°, SOD enzimi ile HyO, ise katalaz enzimi ile
siiptiritlar (53). O,” ayrica askorbik asitle reaksiyona girerek yok edilir (54).
Tartismali olmasma ragmen O, ‘nin sinovial sivida da bulunan ekstra selliiler
protein olan seruloplazmin ile siipiiriildiigiine inantlmaktadir (55). Seruloplazminin
normal sivilara oranla romatoid artritli sinovial sivida daha fazla miktarda
bulundugu tesbit edilmistir (56).

Polimerfoniikleer lokositler konakginin savunulmasinda 6nemli bir rol oynasa
bile doku inflamasyonu ile goriillen doku zedelenmesinin de major bir sebebidir (57,
58). D-penisilamin bakir kompleksi, superoksit dismutaz etkisine sahiptir ve bu
nonsteroidal antienflamatuar ilag O, iiretimini engeller (59, 60, 61). Puig-Parellada
ve Planas (61); steroidal antienflamatuar ilaglarin terapatik etkinliginin serbest
radikaller iizerine olan etkileriyle ilgili olmadigin1 buldular. Bununla beraber D-
penisilaminle tedavi edilen hastalarda SOD aktivitesinde bir artis olmadi. Sinovial
stvi SOD aktivitesindeki artig; polimerfonitkleer lokositlerin nonspesifik bir
membran degisimine ve bu enzimin sinovial sivi igine akigina baglidir. Bu da
gostermektedir ki SOD aktivitesi romatoid artritte inflamatuar fazi gostermektedir
(62).

Giiniimiize kadar, romatoid artritli hastalarin eritrositle_rinde serbest radikal
metabolize edici enzimler ve lipid peroksidasyonu ile ilgili yapilan aragtirmalarin
gogu romatoid artritli hastalarda gorillen aneminin etyolojisini aragtirmaya
yoneliktir. Bu nedenle eritropoietin seviyesi ile birlikte anemiyi etkileyecek biitiin
faktorler gozden gegirilmistir. Sonuglarimiz birgok aragtirma ile geligmekle birlikte
bazilan ile uyumlu ¢iknmgtir. lmayada ve arkadaglarimin yaptign ¢ahsmada (63)
eritrosit siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri romatoid

artritli hastalarda kontrollerden anlaml olgiide diigiik ¢ikmugtir. Aym sonuca



Benford ve arkadaglari da varmigtir (64). Her ki grup arastirmaci da eritrositlerde
meydana gelen bu antioksidatif sistem defektini aneminin bir sebebi olarak
gostermektedir. Ancak konunun tartigmaya agik oldugunu, kesin birgey soylemenin
zor oldugunu soylemektedirler. Bizim aragtirmamizda eritrosit SOD ve katalaz
enzimleri agisindan istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubunda herhangi bir
farklihik bulunamamistir. Aymi sonuca Scudder ve arkadaglann (65), Abella ve
arkadaslan (66), Peretz ve arkadaglar1 (67), Olivieri ve arkadaslart (68) varmgtir.
Adi gegen aragtirmacilar ve bizim sonuglarimizin 1g18inda, eritrositlerde romatoid
artrite bagh oksidatif stresin veya antioksidatif stresteki herhangi bir azalmanin
anemi olugturacak derecede hemoliz yapabilecegi kanaatinde degiliz. Ayrica
Olivieri ve arkadaglari, romatoid artritli hastalardan ve kontrol grubundan aldiklan
eritrositleri H,O, ile 2 saat inkiibasyona tuttuktan sonra TBARS seviyelerinde
herhangi bir farklihk bulamamiglardir. Bu da hasta eritrositlerinin en az saglam
sahislarin eritrositleri kadar lipid peroksidasyonuna dayamkl oldugunu ve
dolayistyla peroksidasyon son iriinii olan malondialdehit ve diger iriinlerin
membran yapisinda fazla artmayacagim gostermektedir. Caligmamiza dahil ettigimiz
hastalarin _hemoglobin degerleri ile kontrol grubu karsilastinldiginda herhangi
onemli bir farkhiligin olmadig1 gozlenmektedir. ilag tedavisi alan grupta 11,7 + 2,1,
kontrol grubunda ise 12,8 + 2,7 dir. Iki hastamn Hb degeri 9,1 g/dL ve 9,6 g/dL idi.
Bu hastalar tek olarak eritrosit enzimleri agisindan degerlendirildiginde antioksidan
sistemde onemli bir azalmanin olmadigr gorillmektedir. Diger arastirmalara
bakildiginda hastalarin hemoglobin degerlerinin 6nemli oranda diigiik oldugu géze
carpmaktadir. Yani hafif dereceli bir anemi sozkonusudur. Bu agamada antioksidan
enzimlerin diisiik oldugunu bulan aragtirmacilarla ¢aligmamiz arasindaki farklihig
izah edebilecek iki durum diisiiniiyoruz:

1) Hastalarinmizda zaten anemi soézkonusu olmadifindan, enzim aktivitelerimiz
kontrole yakin ¢ikmuistir. (Burada antioksidan enzimlerin azalmasimin anemiye
sebep olacag “tezini” kabul etme sart1 s6zkonusudur)

2) lmayada ve arkadaglarimin galigmasi hari¢ diger arastirmacilar enzim aktivite

birimi olarak sadece U/gr Hb birimini kullanmiglardir. Béyle bir birim ifadesi



normal insanlarda ve anemili olmayan romatoid artritli hastalarda kullanilabilirse
de anemik hastalarda yanhg sonuglara sebebiyet vereceginden kullanilmamasi

* daha uygundur. Bunun yerine hiicre say1s1 bagina inite birimi g¢ok daha giivenilir
bir ifade tarzadir (07 10° eritrosit hiicresi gibi). Eritrosit bagina diigen hemoglobin
miktar1 anemili hastalarda azaldig1 igin spesifik aktiviteye gevirirken béliinen Hb
deperi gercegi yansitmayacagindan yanlis sonug ¢ikmasina sebep olabilir.

Son yillarda siiperoksit ve hidroksil radikallerinin romatoid artritte
enflamasyon yapan gergek sebep olduguna dair bir hayli yaymlanmg aragtirma
vardir. Bu radikallerin yok edilmesini saglayan antioksidan enzimlere ve diger
bilegiklere ait galigmalar mevcuttur. Blake ve arkadaglan yaptiklar: aragtirmada (69)
sinovial sivida siiperoksit dismutaz aktivitesi tesbit edemediler, ancak sivida
kendileri enzim ekledikten sonra enzim aktivitesi tesbit ettiler. Bunu su amagla
yaptilar: Sinovial sivida bu enzimi inhibe edecek herhangi bir inhibitoriin mevcut
olup olmadigim anlamak. Sonugta siiperoksit enziminin olmadigi kanaatina
varlmistir. Igari ve arkadaglart (62) sinovial sivida 0,1 - 1,7 iinite/mg protein
miktarinda enzim aktivitesi bulmuglardir ve bu diizey osteoartritli hastalarin sinovial
sivilaninda  olan  aktiviteden oldukga yiiksektir. Bu diizeyde bir aktivitenin;
inflamasyon siirecinin bir pargasint olusturan, polimorfoniikleer 16kositlerin sinovial
invazyona ve nonspesifik bir membran degisimi sonucu oldufu hakkinda fikir
belirtmiglerdir. Sonugta romatoid artritte siiperoksit dismutaz aktivitesinin hastaligin
siddeti ile korele oldugu belirtilmistir.

Enflamatuar eklem hastaliklarinda gézlenen yikihm siireci SOD ve CAT ile
inhibe edilir. Bu durum gostermektedir ki O;” ve H,0, tek baslarina
polisakkaritlerin  depolimerizasyonuna sebep olmaz, her ikisinin aym anda
bulunmas gerekir. Gergek depolimerizasyon diriinleri O, ve H,0,’in reaksiyonu ile
sckonder olarak olusan OIT ile obmaktadw. Bu, Haber-Weiss tarafindan 6nerilen
reaksiyonta gergeklesmektedir,

Hiicre membranmda bulunan ve klinik olarak en 6nemli olan yag asidi
aragidonik asittir. Bu bilegik ayni zamanla prostaglandin ve l6kotrien sentezi igin

substrattir  (70).  Arasidonik asit metabolizmasinin  primer iiriinleri  olan

k3



hidroperoksitler daha sonra siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz’in oksijenasyonuna
ugrarlar (71). Bu oksijenasyonlar sonucunda aym zamanda pro-inflamatuar
bilegikler olan prostaglandin E, ve Ilokotrien B, gibi bilesikler olugur. Bu
bilesiklerin miktar1 ve tipi, kullanilan hidroperoksitlerin miktarim azaltan ajanlarca
modifiye edilebilir (72). Bu ajanlarin en g¢ok bilinenleri SOD, CAT ve GSH-Px
(Glutatyon peroksidaz)’dur.

Bu konu ile ilgili romatoid artritli hastalarin plazmalarinda da lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzimler c¢ahsilmistir. Biz plazmada katalaz
aktivitest tesbit edemedik. SOD aktivitesi ise tedavi alan hasta grubunda 1,91 £+ 1,16
J/mL iken tedavi almayan grupta 1,35 + 0,88 U/mL bulunmugtur. Her iki deger de
kontrol grubunda olana gore bir hayli disiiktiir, fakat istatistiksel agidan tedavi
almayan gruptaki deger anlamlidir (p < 0,05). Ozgiines ve arkadaslan (73) romatoid
artritli hastalarin plazmalarinda malondialdehit seviyesini 3, 42 + 0,8 umol/L olarak
tesbit etmiglerdir. Bu seviye kontrol plazmalarina goére yiiksektir (p< 0,01). Bir
antioksidan olan seruloplazmin seviyeside romatoid artritli hastalarda daha yiiksek
bulunmustur (p< 0,01). Artislar birbiriyle koralasyon gostermistir, dolayisiyla
seruloplazmin lipid peroksidasyonundaki artisa karsihk koruyucu faktor olarak
artmigtir.  Aynt sonuca Kose ve arkadaglart (18) da varmugtir. Marklund ve
arkadaslanr (74) romatoid artritli hastalarm plazmalarinda ekstraselliller SOD’i
kontrole gore oldukga diisitk bulmuslardir (4 kat iigiik) . Buna karsihk CuZnSOD’i
hemen hemen aym diizeyde bulmuglardir.

Bizim sonucumuzla uyumlu olan SOD izoenzimi ekstraselliiler SOD’dr.
Honkanen (75), glutatyon peroksidazin romatoid artritteki plazma seviyesini 6lgmiig
ve kontrol grubu ile aym bulmustur. Halbuki bazi arastirmacilar bu enzimin serum
diizeyinin énemli oranda azaldigim tesbit etmislerdir (76). Serum ve plazma
arasindaki fark trombositten kaynaklanan GSH-Px olabilir.

Bizim plazmada katalaz aktivitesi bulamamamiza karsihk Kokkaliari ve
arkadaglart (77) hem romatoid artrit hem de kontrol grubu serumlarinda aktivite
tesbit etmiglerdir (ortalama 8 pmol O, /dak/ml serum). Fakat hasta grubunda

herhangi énemli bir fark bulamamnuglardir.
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Bu aragtiricilar RA’li hastalarinda kontrole gore yiiksek oranda hemoglobin

tesbit

aktivitesindeki artiglar bu sebebe bagh olabilir.

ettiler. Bunun sebebi eritrositlerin frajilitesindeki artigtir. Katalaz

4

Sonuglarimz literatiirdeki bulgular ve degerlendirmelerle karsilagtinldiginda

su genellemeleri yapabilmemiz miimkindiir:

1.

Romatoid artritte eklem sivisinda polimorfoniikleer 16kositlerden
salgilanan serbest oksijen radikalleri burada ve dolasimda lipid
peroksidasyonuna neden olabilir. Bunun neticesinde hem eklem sivist hem

de plazmada malodialdehit seviyeleri yiiksek bulunabilir.

. Ekstraselliiler stvimin antioksidanlari primer olarak vitaminler (E, C

vitaminleri) ve plazmada normalde bulunan bazi yapilardir (seruloplazmin,
bilitubin, transferrin vb.). bunlarin seviyelerinin peroksidasyon olan
bolgede veya dolasinda artmasi beklenebilir. Fakat tamponlama esnasinda
ve sonrasinda yikilim sonucu bunlann miktarlan zamanla azalabilir. Bazi
¢alismalarda romatoid sinovial stvisinda E vitamini seviyesinin diisiik

bulunmasi bu konuya delil teskil edebilir.

. Aym durum plazmadaki antioksidan enzimler igin de gegerli olabilir. Biz,

siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite g¢eviren siiperoksit dismutaz
seviyesini, degradasyon sonucu azalmus olarak bulabiliriz. Bu tezimizi
haklh ¢ikaracak bir bulgu. tedavi alan hastalarin plazma SOD aktivitesinin
kontrol grubu ortalamasina yaklasmasidir. Tedavi ile oksidatif stres
azaldigmdan plazmadaki SOD  degrasyonu azalip rélatif bir azalma

gosterip normal diizeylere ¢iknus olabilir.

40



6. OZET

Bu ¢alismada tedavi alan (n= 26) ve tedavi almayan (n= 8) romatoid artritli
hastalarm eritrosit ve plazmalarinda antroksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri 6lgildii. SOD aktivitesi ksantin/ksantin oksidaz
sistemi ile, katalaz aktivitesi ise H,O,’in ultraviole spektrum araliginda
absorbansmin azalmasi ile tesbit edildi. SOD 6lgiimiinde ayrica etanol/kloroform
(w/w, 5/3) ekstraksiyonu yapilarak goriilebilir alandaki o6lgiimlerde olabilecek
artefaktlar onlendi. Bulunan sonuglar kontrol grubunun (n= 22) enzim aktivite
degerleri ile karsilagtirtlds.

Plazmada katalaz aktivitesi tesbit edilemedi. Tedavi alan romatoid artritli
hasta grubunda eritrosit SOD aktivitesi 1184 + 182 U/gr Hb, CAT aktivitesi 66,7 +
14,6 K/gr Hb bulundu. Bu grupta plazma SOD aktivitesi ise 1,91 + 1,16 U/gr Hb
idi. Tedavi almayan romatoid artritli hasta grubunda eritrosit SOD aktivitesi 1220,0
+ 214.6 Ulgr Hb, CAT aktivitesi 67,4 + 16,8 K/gr Hb olarak bulundu. Bu grupta
plazma SOD aktivitesi 1,35 + 0.88 U/ml (p < 0,05) idi. Kontrol grubunda eritrosit
SOD ve CAT aktiviteleri sirasiyla 1194 + 172,4 U/gr Hb ve 62,6 + 15,9 K/gr Hb idi.
Ayrica bu grubun plazma SOD aktivitesi 2,39 + 0,87 U/mL olarak 6lgiildii. Sadece
tedavi almayan grubun plazma SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml bir
azalma mevcuttu. Sonuglar literatiiriin 1gigmda tartisildi. Eritrosit igi antioksidan
enzim aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel agidan fark bulunmamasi, romatoid
artritli hastalarda ortaya ¢rtkan aneminin etyolojisinde bu enzimlerin herhangi bir

fonksiyonunun olmadigini diisiindiirdil.



7. SUMMARY

In the present study, antioxidant enzyme activities such as superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) were determined in erythrocytes and plasma
taken from the patients with rheumatoid arthritis. The patients were divided into two
groups; group 1 received the classical treatment (n= 26) and group 2 no treatment
for rheumatoid arthritis. SOD activity was determined via xanthine/xanthine oxidase
system. CAT activity was determined by the decrease of H,0, absorbance at
ultraviolet spectrum. In the determination of SOD activity, the ethanol/chloroform
extraction (w/w, 5/3) was also used to prevent the artefacts originated from the red
colour of haemoglobin. The results were compared with enzyme activities of the
control group (n= 22).

No catalase activity was determined in the plasma taken from both the patient
groups and the control groups. Erythrocyte SOD activity was 1184 * 182 U/g Hb
and CAT activity was 66,7 + 14,6 K/gr Hb in the patients with rheumatoid arthritis
receiving classical treatment (Group I). In  group 2, receiving no treatment for
rheumatoid arthritis, SOD and CAT activity were 1220,0 £ 214,6 U/gr Hb and 67,4
+ 16.8 K/gr Hb respectively. Plasma SOD activity in this group was 1,35 + 0,88
U/ml (p < 0,05). In control group erythrocyte SOD and CAT activities were 1194 +
172.4 U/gr Hb and 62,6 + 15,9 K/gr Hb respectively and plasma SOD activity was
2.39 + 0.87 U/mL. As seen, diminishing of plasma SOD activity was significant in
the patient group receiving no treatment. The results of the study were discussed in
considering literature. As a counclusion, it has suggested that antioxidant enzymes do
not play an important role in the ctiology of anemia in rheumatoid arthritis, because
no significant enzyme activitv was determined when compared with control group

in our study.
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