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GIRIS VE AMAC

Romatoid Artrit (RA), diinya populasyonunun yaklasik %1’ini etkileyen en yaygin
otoimmiin hastaliklardan biridir. Etyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte cevresel,
kalitsal ve hormonal faktorlerin etkilesimi ile gelistigi diisiiniilmektedir. Temel olarak biiyiik
ve kiiglik eklemleri etkilemesine ragmen sistemik etkilere de neden olur. RA, patolojik immiin
yanitin sinoviya, kikirdak ve kemige hiicum etmesi sonucunda eklem hasar1 ve kalic1 sakatliga
yol acgar (1).

Hastaligin ilk belirtisi, genellikle parmak eklemlerinde meydana gelen agr1 ve sisliktir.
Daha sonra biiylik eklemler, 6zellikle diz, dirsek ve omuz etkilenir. Aktive olmus
inflamatuvar mediyatorler, sinovyal membranlar1 infiltre ederek kemik ve kikirdakta hasara
yol agarlar. Deri altinda romatoid nodiiller olusur (2). Hastalik sadece morbiditeyi degil
mortaliteyi de arttirmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar; hastaligin patogenezinin daha
iyi anlagilmasini saglamis ve tedavide radikal degisikliklere neden olmustur.

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron
iceren yiiksek oranda reaktif kimyasal iiriinlerdir. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu
hiicre hasarinin  birgok kronik hastaligin  komplikasyonlarina katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. Ornegin RA’da, serbest radikaller eklem hasarii hizlandirirlar. RA’h
sinovyal sivida, mononiikleer hiicre hakimiyeti yerine, baskin hiicre polimorfoniikleer
l6kositler (PML)'dir. PML'lerde, fagositoz esnasinda siiperoksid anyonlar1 meydana gelmekte
ve bu anyonlar, bag dokusu elemanlar1 iizerine zararl: etkiler olusturmaktadir.

Tiirkce adi sardunya olan, Pelargonium sidoides, Geraniaceae familyasina ait bir

Giliney Afrika bitkisidir ve uzun bir siiredir geleneksel tip uygulamalarinin bir pargasi olarak



kullanilmaktadir. Avrupalilar Pelargonium sidoides bitkisini Ingiliz ve Alman kolonilerin
Giiney Afrika’yi istilasindan sonra tanimis ve 19. yiizyilin sonlarindan itibaren halk tarafindan
solunum yollar1 infeksiyonlarinda kullanildigin1 6grenmislerdir. Pelargonium sidoides kok
ekstresi tiiberkiiloz tedavisinde, sentetik ve modern tiiberkiiloz ilaglarimin kesfine dek
Avrupa’da sik olarak kullanilmistir (3,4).

Bitkinin kok ekstresinin tiiberkiiloz, akut bronsit, farenjit gibi hastaliklarda sikca
kullanilmast ve belirgin bir etki gdstermesi sebebiyle ekstre iizerinde antibakteriyel ve
immiinomodiilator etki ¢alismalart yapilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda, solunum
yolu infeksiyonlari tedavisinde orta dereceli antibakteriyel etkiye sahip oldugu kanitlanmigtir
(4).

Pelargonium bitkisinin bazi tiirlerinin antiinflamatuvar ve oksidatif stres iizerine
serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan etkilerinin olmasi, bizi Pelargonium sidoides tiiriinde
de bu etkisinin olup olmadigini incelemeye yoneltti. Calismamizin amaci; Pelargonium
sidoidesin siganlarda deneysel olarak olusturulan artrit modelinde etkisinin incelenmesi, etkisi
varsa kisa vadede bu etkinin mekanizmasini agiklamaya yonelik, uzun vadede de artrit
hastalarinda tedavi amaglh kullanilabilmesi yoniinde veriler elde etmektir. Bu ¢alismamiz
literatlirde hayvanlarda olusturulan deneysel artrit modelinde Pelargonium sidoidesin etkisinin

incelendigi ilk calisma olacaktir.



GENEL BIiLGILER

ROMATOID ARTRIT

Romatoid artrit, periferik sinovyal eklemleri simetrik sekilde tutan, bazen belirgin
sekilde eklem dis1 tutulumun da eslik ettigi kronik ve multisistemik bir hastaliktir.
Inflamatuvar artritler arasinda en sik goriileni RA’dir. Eklem tutulumu, sekil bozuklugu
yaparak zaman i¢cinde 6nemli sakatliklara yol agabilmektedir (5).

Romatoid artrit, dlinyada tiim 1rklarda goriilebilen bir hastalik olup daha ¢ok kadinlari
etkiler. Kadin/erkek orani 3/1’dir. Sik olarak 30-50 yaslar1 arasinda goriliir. Degisik
poptilasyonlarda prevelans: %0.5 ile %1 arasinda degismektedir (1).

Hastalik eklem sinovyasinda yangiyla baslar. Zamanla sinovyada panniis formasyonu
olusturup kikirdak, kemik ve diger komsu dokularda yikima neden olarak eklem
deformasyonlarina yol agar. Klinik seyri, hastadan hastaya biiyiik degisiklikler gosterir. Bazi
hastalarda az sayida, hafif seyirli ve kisa siireli eklem tutulmalar1 goriiliirken, bir grup hastada
ise, tedavi ne kadar yogun olursa olsun, kisa silirede sakatliklar ve onemli organ hasarlari

gelisebilmektedir (5-7).

Etyopatogenez

Romatoid artritin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Genetik bir predispozisyon
belirlenmistir. Ornegin, birinci derece akrabalari arasinda bir RA’li bulunan kiside RA
gelisme riski, genel topluma gore 16 kez artmis bulunmaktadir. RA’I1 bir kisinin birinci
derece akrabalar1 arasinda hastalik bulunma siklig1 ise %10 kadardir. Tek yumurta ikizleri

arasinda hastaligin birlikte goriilme siklig1 %30, ¢ift yumurta ikizlerinde ise %5 oranindadir.



Diinyadaki tiim etnik gruplarda goriilmesine karsin, popiilasyonlardaki prevalans hiz1 belirgin
farklilik gosterir.

Bazi major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif 2 allelleri (ve kodlanmig insan
16kosit antijeni (HLA)) duyarh kisilerde artmis siklikla goriiliir. RA’l1 hastalarda HLA-DR4
%60-70 oranina kadar goriilebilirken normal kisilerde bu oran %25-30’dur. HLA-DR4 ve
iliskili molekiilleri Dw4, Dwl14 ve Dwl5 ile ilgili molekiiler biyoloji, RA egiliminin
artmasinin antijen baglayan bolgelere bagli oldugunu diisiindiiriir. Bu bilgi romatoid progesi
baslatan heniiz tanimlanmamis bir antijeni isaret eder. Bundan dolayr RA’da; streptokoklar,
mikoplazma, klostridya ve difteroidler gibi gesitli bakterilerden, parvovirus, Ebstein-Barr
virlisii (EBV) ve retroviriisler gibi bir dizi viral infeksiyona kadar degisen infeksiydz koken
ileri siirlilmiistiir. HLA-DR4 negatif hastalarin ¢ogunda HLA-DRI1 bulunur ve bazi etnik
gruplarda (Israil ve Hintliler) hastalikla en sik1 iliskiyi yansitir (6-8).

Romatoid artritte primer inflamasyon eklem i¢inde sinovyumda oldugundan, primer
sinovite yol agan bir hastaliktir. Anatomik olarak, normal sinovyada iki kisim bulunur. Bunlar
eklem araligina bakan bazal membransiz ince intimal tabaka ve daha ¢ok damarsal yapilar
iceren subintimal tabakadir. Subintimal tabakada daha ¢ok kollojen, glikozaminoglikan ve
fibronektin bulunur. intimal tabakadaki sinovyal hiicreler, makrofajlara 6zgii davranislara
sahiptirler ve T hiicrelerinin mediatorleri olarak gorev yaparlar (9).

Romatoid artritte goriilen histolojik degisiklikler hastaliga spesifik degildir ve tutulan
organa goOre degisiklikler gosterirler. Ana degisiklikler sinovyum igeren tiim diartrodial
eklemler, tendon kiliflar1 ve bursalarda goriiliir. Sinovyal hiicrelerin sayisinin ve boyutlarinin
artmasi ile lenfosit ve plazma hiicrelerinin kolonizasyonu sonucu sinovyal zar kalinlasir. Zari
doseyen hiicreler kikirdak hasarina katkida bulunabilen kollajenaz ve stromelizin, lenfosit
proliferasyonunu uyaran interlokin-1 ve prostaglandinler dahil olmak iizere ¢esitli maddeler
salgilar. Baslangicta venler ¢evresinde infiltre olan hiicreler daha sonra interlokin-2, diger
sitokinler, romatoid faktor (RF) ve diger immiinoglobiilinleri sentezleyen germinal merkezleri
olan lenfoid folikiilleri olusturur. Fibrin depozisyonu, fibroz ve nekroz da genellikle olaya
katilir. Neticede inflamasyon artar, zamanla hipertrofiye olan sinovyum villéz bir hal alir ve
kikirdak icine parmak gibi uzanan panniis olarak adlandirilan olusum geligir. Panniiste
bulunan makrofajlarin salgiladiklar1 proteinaz ve kollajenazlarin yikici etkileri sonucu
subkondral kemikte eklem harabiyetinin goOstergesi olan erozyonlar gelisir. Eklem

anatomisinin bozulmasinda ve hastaligin yol actigi deformitelerin olusmasinda panniisler



onemli rol oynar. Romatoid sinovyum ve panniisiin bir diger 6zelligi de yeni damar
olusumudur (8,10).

Romatoid nodiiller genellikle cilt altinda, kronik irritasyona maruz kalan bolgelerde
(6rn. 6n kolun ekstansor yilizeyinde) olmak iizere hastalarin %30’unda goriiliir. Bunlar
spesifik olmayan nekrobiyotik graniilomlar olup, ortasinda uzun eksenleri merkezden 1sinsal
dogrultuda olacak sekilde dizilmis palizadli mononiikleer hiicrelerin sardig1 nekrotik bir alan

bulunur. Bu yap1y1 lenfosit ve plazma hiicreleri ¢cevreler (8).

Klinik Bulgular

Ayni anda bir¢ok eklemde ani olabilecegi gibi, daha sik olarak hastalarin biiyiik
cogunlugunda (yaklasik %70) birka¢ haftaya yayilmis sinsi ilerleyici iltihabi eklem
tutulumlari ile baglayabilir. Neredeyse biitiin inflamasyonlu eklemlerde hassasiyet en belirgin
fizik bulgudur. En 6zgiin fizik bulgu olan sinovyal kalinlasma hemen tiim tutulan eklemlerde
gelisir. Eldeki kiiciik eklemlerin  6zellikle proksimal interfalangeal (PIF) ve
metakarpofalangeal (MKF), ayaklarin metatarsofalangeal (MTF), el bileklerinin, dirseklerin
ve ayak bileklerinin simetrik tutulumu tipik olmakla birlikte ilk belirtiler herhangi bir eklemde
de baglayabilir (6,8).

Romatoid artritte torakal ve lomber vertebra tutulumu olagan degildir. Sabahlar1 veya
uzun siireli hareketsizlik sonras1 30 dakikay: gecen eklem sertligi siktir. Ogleden sonralart
erken yorgunluk ve kiriklik da goriilebilir. Hastaligin baslangicinda PIF eklemlerin tutulmasi
parmaklarda fusiform goriiniime yol agar. Ozellikle fleksiyon kontraktiirleri gibi deformiteler

hizla gelisebilir.

a- Diigme iligi deformitesi: Ekstrensek ekstansér tendonun zayiflamasi ve lateral
bantlarin palmar yone yer degistirmesi, PIF eklemde hiperfleksiyon ve distal interfalangeal

(DIF) eklemde de hiperekstansiyon olusmasina yol acar.

b- Kugu boynu deformitesi: MKF eklem fleksorlerinin kontraksiyonu sonucu MKF
eklemde fleksiyon kontraktiirii, PIF eklemde hiperekstansiyon ve DIF eklemde hiperfleksiyon
olusmastyla ortaya cikar.

Ekstansor tendonlarin metakarpofalangeal eklemler {izerinden kayarak parmaklarin
ulnar tarafa deviasyonu tipik bir ge¢ sonugtur. El bilek ekleminde sinovit sonucu karpal tiinel

sendromu gelisebilir. Popliteal kistlerin patlamas1 derin ven trombozunu taklit edebilir (6,8).



Romatoid Artritin Eklem Dis1 Bulgular
Romatoid artrit; sistemik ve inflamatuvar bir hastaliktir. Eklem tutulumu temel

0zelligini olusturmasina karsin, eklem dis1 bulgular da hastaliga eslik eder. Bunlar;

1-Hematolojik bulgular: En sik karsilasilan hematolojik degisiklik anemidir. Siklig
hastaligin siddetine, siiresine ve aktivitesine bagl olarak degisir. Genellikle kronik hastalik
anemisi seklinde ortaya ¢ikar ve normokromik, normositiktir. Bazen ek faktorler anemiyi
komplike edebilir. Bunlar kotii beslenme, infeksiyonlar ve tedavide kullanilan ilaglara bagh
kemik iligi baskilanmasidir. Lokosit sayisinda pek degisiklik gozlenmez. Felty sendromunda
l6kopeni olusabilir.

Aktif hastalarda trombositoz goriiliir. Trombositoz diizeyi ile tutulan eklem sayisi ve

eklem dis1 bulgular arasinda korelasyon vardir (6,7).

2-Nodiiller: RA’in 6nemli bulgularindandir. Hastalarin %20-35’inde goriiliir. Nodiil
siklig1 cografi bolgeye gore degiskenlik gosterir ve RF titresi ile sinovit siddeti arasinda
korelasyon bulunur. Nodiiller genellikle viicudun basing altindaki noktalarinda ve hafif
travmalara maruz kalan yerlerinde meydana gelir. Dirsekler, olekranon iizeri, asil tendonu ve
el bilegi sik goriilen lokalizasyonlardir. Caplar1 birkag mm ile 2-3 cm arasinda degisir.
Genellikle sert ve periosta yapisiktir ve siklikla semptom olusturmazlar.

Nodiillerin oldukca karakteristik bir histolojisi vardir. Lezyonun merkezinde fibrinoid

nekroz, disinda makrofajlar ve en dista kronik iltihabi hiicreler bulunur (6,7).

3-Akciger bulgulari: RA cok ¢esitli solunum sistemi bulgularina yol agabilir. Sik
goriilenler plevral eflizyon, soliter ya da multipl pulmoner nodiiller ve intersitisyel fibrozisdir.
Daha nadiren bronsiyolitis obliterans, pulmoner vaskiilit ve pulmoner hipertansiyon da
olusabilir. En sik olusan plevral efiizyon, zaman zaman yan agrisina ve atese yol agabilir
ancak cogunlukla asemptomatiktir. Plevral sivi genellikle eksiida karakterindedir ancak glikoz
diizeyleri diistiktiir.Tek ya da multipl pulmoner nodiiller, histolojik olarak romatoid nodiillerin

esdegeridir (6,7).

4-Kalp bulgulari: RA seyrinde en sik goriilen kalp bulgusu perikardittir. Genellikle

semptom vermez (6,7).

5-Goz bulgulari: Gozyas1 azalmast (kuru goz) ile kendini belli eden

keratokonjonktivitis sicca, en sik goriilen g6z bulgusudur. Hastaligin ge¢ donemlerinde
6



goriiliir ancak hastalik siddeti ile bir iliski gostermez. Tedavisi semptomatiktir. Gozde ani
kizarma ve agr1 yapan ancak nadiren vizyonu etkileyen episklerit, nodiiler veya diffiiz olabilir.
Hastalik siddeti ile iliskilidir ancak selim seyirlidir ve genellikle tedavisiz iyilesir. Daha
seyrek goriilen sklerit kotii seyirlidir ve vizyonu etkiler. Zaman igerisinde skleromalasi (mavi
sklera) ile sonuglanir. RA tedavisinde kullanilan ilaglar ¢esitli g6z komplikasyonlarina yol
acabilir. Bunlara 6rnek olarak katarakt ve glokom yapabilen steroidler, keratopati ve
retinopati yapabilen antimalaryal ilaglar, konjonktiva ve korneada birikim gosterebilen altin

sayilabilir (6,7).

6-Norolojik bulgular: RA’da goriilen nérolojik belirtiler 4’e ayrilabilir: 1) servikal
vertebra tutulumu, 2) tuzak ndropatisi, 3) periferik noropati, 4) vaskiilite bagh gelisen
monondritis multipleks. Servikal vertebra tutulumu en sik C1-C2 seviyesinde subluksasyon
sonucu norolojik belirtilere yol agar. Genellikle agir, erozif seyirli hastaligin ge¢ dénem
komplikasyonudur. En sik belirtisi, birka¢ hafta veya ay i¢inde yavasca artis gdsteren el ve
ayaklarda paresteziler ve motor zayifliktir. Oksipital bolgeye yayilan ense agrisi eslik edebilir.
Tuzak noropatisi, periferik bir sinirin sinovyum ve tendon kiliflart ile g¢evrili bir bolgeden
gecerken sinovit veya tenosinovit sonucu sikismasi sonucudur. Tuzak noropatisine en klasik
ornek median sinirin el bileginden gecerken sikismasi sonucu gelisen karpal tiinel
sendromudur. El parmaklarinda, 6zellikle geceleri rahatsiz eden uyusma, yanma, agr1 ve ileri
donemlerde motor kusur ve tenar kas atrofisi goriiliir. Tanida anamnez, Phalen ve Tinnel gibi
provokatif muayene metodlar1 ve elektroensefalomiyografiden yararlanilir. Periferik nropati,
aynt diabette oldugu gibi eldiven—corap tarzinda paresteziler yapan distal sensoryal bir
ndropatidir. Monondritis multipleks, periferik bir sinirin ani ve agrili tutulumudur. Diigiik
ayak veya diisiik el gibi dramatik goriintiilere neden olabilir ve siklikla romatoid vaskiilitin
diger belirtileri eslik eder. Elektroensefalomiyografide aksonal tutulum yapmis agir ndropati

bulgular1 bulunur (6,7).

7-Damar bulgulari: Romatoid vaskiilit ge¢ donem komplikasyonudur, erken
donemde goriilmesi kotli prognoz isaretidir. Seropozitif, nodiillii, eklem harabiyeti olan
hastalarda daha sik gelisir. Eklem bulgularinin aktif olmadig1 donemlerde de gortilebilir.

Klasik olarak bir kiiciik damar vaskiilitidir. En sik olarak tirnak dibi kapillerlerinde
tromboz, parmak uglarinda infarktlar ve bacak iilserleri goriilebilir. Klinik, hastalarin cogunda
bu belirtilerle sinirli kalir. Vasa nervorumlarin tutulmast sonucu distal sensoryal noropati,

daha seyrek olarak sensorimotor ndropati ve monondritis multipleks goriiliir (6,7).

7



8-Felty sendromu: Deformite yapmis, seropozitif ve nodiillii hastalarda goriilen bir
ge¢ donem komplikasyonudur. Klasik tanimi, agir RA, splenomegali ve 16kopenidir. Bacak
tilserleri, hepatomegali, lenfadenopati, trombositopeni de goriilebilir. Bu hastalarda
infeksiyonlara egilim mevcuttur. Antinlikleer antikor (ANA) yiiksek titrede pozitif

bulunabilir. Felty sendromlu kisilerde non-Hodgkin lenfoma goriilme siklig1 artmistir (6,7).

9-Amiloidoz: Sekonder amiloidozun 6nemli nedenlerinden biri RA’dir. Klinik olarak

siklikla nefrotik sendroma yol agar (6,7).

10-Kas tutulumu: Genellikle eklem enflamasyonuna veya hareketsizlige baglh
sekonder kas atrofileri goriiliir. Ilaca bagli miyopatiler de goriilebilir. D-penisilamin diffiiz
polimyozite ve hidroksiklorin néromiyopatiye neden olabilir. Kronik steroid kullaniminda

yaygin ve agir kas atrofileri olur (6,7).

Laboratuvar ve Radyolojik Bulgular

Laboratuvar bulgular1 RA’ya 6zgii degildir ve esas olarak klinik belirti ve bulgulara
gore konulan tanmiy1 desteklemede veya hastaligin gidigini degerlendirmede kullanilirlar.
Hastalarda eklem tutulumunun siddeti ile iliski gosteren bir kronik hastalik anemisi goriiliir.
Cok nedeni olan bu anemide demir kullaniminin bozulmasi, inefektif eritropoez, eritrosit
yasam siiresinin kisalmasi, eritropoietin seviyesinde ve kemik iliginin eritropoietine
duyarliginda azalma rol oynarlar. Ayrica tedavide kullanilan ilaglarin da anemi gelismesine
katkilar1 vardir. Vakalarin %80’inde hafif, normositik veya mikrositik anemi saptanabilir.
Hastalarda eritrosit sedimantasyon hiz1 tutulan eklem sayis1 ve klinik aktivite ile korelasyon
gosterir. C reaktif protein (CRP) pozitiftir. RF (IgG’nin Fc fragmanindaki antijenik
belirleyicilere karsi olusan antikorlar1 tanimlar) biitiin RA’l1 hastalarin yaklasik %80’inde
pozitiftir. Baslangigtan itibaren var olan yiiksek titrede RF pozitifligi agir klinik seyrin bir
gostergesidir. RA’da RF ve ANA disinda anti-endotel, anti-kardiyolipin, anti-Ro, anti-
keratinize endotel, anti-periniikleer faktor, anti-RA33 ve anti-Sa antikorlar1 bulunabilir (8,11).

Radyolojik olarak hastaligin ilk aylarinda sadece yumusak doku sisligi goriliir. Daha
sonra periartikiiler osteoporoz, eklem araliginda (eklem kikirdagi) daralma ve marjinal
erozyonlar gelisebilir. Gerek klinik gerekse radyolojik bozuklugun derecesi olguya gore
biiylik farklilik gosterir. Ama ilk yil iginde kemik hasarmin bir belirtisi olarak erozyonlar

meydana gelebilir (8).



Romatoid Artritte Ayirici1 Tam

Romatoid artrit ayirici tanisinda en sik karsilagilan hastaliklar icinde osteoartroz, still
hastaligi, seronegatif spondiloartropatiler, polimiyaljiya romatika, palindromik romatizma,
viral enfeksiyonlar, kalsiyum pirofosfat birikimi (kondrokalsinosis) ve diger kollagen doku
hastaliklar1 gelir (9).

Cok yonlii bir hastalik olan RA tanisin1 kolaylagtirmak ve bir standarda baglamak
amaciyla 1987 yilinda Amerikan Romatizma Dernegi (ARA) tarafindan belirlenmis

klasifikasyon kriterleri oldukca yol gostericidir.

1987 ARA Kkriterleri:

1- Sabah tutuklugu: Eklem ve ¢evrelerinde en az 1 saat siiren sabah tutuklugu

2- 3 veya daha fazla eklemde artrit: En az 3 eklemde hekim tarafindan kaydedilen
yumusak doku sisligi veya sinovyal sivi artisi ile beraber olan artrit

3- El eklemlerinde artrit: El bilegi, MKF ve PIF eklemlerinin en az birinde artrit

4- Simetrik artrit: Viicudun iki yarisinda ayni1 bolgedeki eklemlerin ayn1 anda tutulmasi
bilateral PIF, MKF veya mutlak simetri olmaksizin bilateral MTF eklemlerin artriti

5- Romatoid nodiiller: Kemik ¢ikintilar iizerinde, ekstansor yiizeylerde veya eklemlerin
cevresinde hekim tarafindan gézlenen subkutan nodiiller

6- Romatoid faktor: Herhangi bir metod ile anormal miktarda RF pozitifligi

7- Radyolojik degisiklikler: On-arka el ve bilek radyografilerinde erezyonlar ve/veya
periartikiiler osteopeni.

Bir hastayr RA olarak klasifiye etmek i¢in sayilan kriterlerden en az 4 tanesinin
bulunmasi gerekir. 11k 4 kriterin en az 6 haftadir devam ediyor olmasi gerekir. Bu kriterlerin
kullanilmast ile RA tanisinda %90 oraninda sensitivite, %89 oranina spesifite

saglanabilmektedir (7,8).

Tedavi

Romatoid artritte tedavi amaglart (1) agrinin giderilmesi, (2) inflamasyonun
azaltilmasi, (3) yan etkilerin erken tanimlanmasi ya da engellenmesi, (4) islevin korunmasi ya
da yeniden saglanmasi ve (5) yasam bi¢iminin devam ettirilmesidir (7).

Tedavisi ¢ok yonlii bir yaklagim gerektirir. Uygun egzersizlerle fizik ve is mesguliyeti
tedavisi 6gretilmelidir. Uygun splintleme ile sekil bozukluklari 6nlenebilir ve tedavi edilebilir.

Bu sekilde kas giicii ve kuvveti arttirilir, islev korunur ya da arttirilir.
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Farmakolojik tedavi siklikla ilaglarin bir arada kullanimini gerektirir. Tedaviye
genellikle aspirinle ya da diger bir nonsteroidal antiinflamatuvar ilagla baslanir. En sik
kullanilanlardan biri ibuprofendir. Ozellikle sindirim kanalindan en iyi tolere edilen ve
oncelikli olarak kullanilan bir nonsteroid antiinflamatuvardir. Analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar etkinligi diger fenilpropionik asit tiirevlerine oranla daha az olmasina karsin
yan etkileri daha azdir. Trombosit agregasyonunu aspirine gore daha diisiik bir derecede
inhibe eder (12,13).

Antimalaryal ilaclar, 6zellikle de hidroksiklorokin, erken ve hafif seyreden olgularda
etkilidir.

Altin tuzlar geciktirici ajanlardir. 1929’dan beri nonsteroid antiinflamatuvarlar ve
intraartikiiler ~ kortikosteroidlerle kontrol altina alinamayan agir RA tedavisinde
kullanilmaktadir. RA’deki kesin etki sekli bilinmemektedir. Ancak bu ajanlar makrofaj
islevini degistiriyor gibi goriinmektedir. Genelde, seropozitif hastaligin erken doneminde
baslanirsa daha etkili olmaktadir (7,14)

Penisilamin de RA tedavisinde yararlidir ve bazen remisyona sokabilir. Ancak altin
gibi etkileri yavas c¢ikar. Kemik iligi ve bobrekler iizerine belirgin toksisitesi olabilir.

Kortikosteroidler akut ve kronik RA tedavisinde rutin olarak kullanilir. Ajanlar akut
atak tedavisinde oldukga yararlidir. Ancak ne hastaligin dogal gidisini degistirir ne de tedavi
saglarlar; bu nedenle uzun siireli kullanimlari istenmez. Intraartikiiler kortikosteroidler,
artrosentezden sonra sinoviti baskilamak, agriy1 azaltmak ve islevi diizeltmek i¢in yararlidir
(7).

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglarin higbiri hastaligi tamamen ortadan
kaldiramamaktadir (10). Bu nedenle RA tedavisi lizerine g¢esitli c¢alismalar yapilmakta,
bunlarin bir kisminda ise hayvanlarda olusturulan deneysel artrit modelleri ile ¢alisilmaktadir.
Bu hastaligin tedavisini aragtirmak i¢in bir¢ok deneysel artrit modeli gelistirilmistir. Adjuvant
artrit bir adjuvant (parafin yagi) ile giiclendirilmis bir antijene (mikobakteri kapsiiliindeki)
kars1 immiinolojik yanit olarak gelisir. Hiicresel immiin yanitla olusmasi ve histopatolojik
goriiniimlerinin benzerligi nedeniyle RA modeli olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu model
sadece hastalifin patogenezini arastirmak i¢in degil, pek c¢cok antiinflamatuvar ya da

immiinosupresif/immiinomodiilator ilaglarin 6zelliklerini arastirmak i¢in de kullanilmistir

(15).
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SERBEST RADIiKALLER

Serbest radikaller; yapilarinda tek sayida elektron igeren, acik elektron kabugu
konfigiirasyonuna sahip atom veya molekiillerdir. Diger bir tanimlama ile; yapilarinda
eslesmemis elektron bulunduran atom veya bilesikler serbest radikal olarak tanimlanir.
Serbest radikaller pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak notral
olabilirler (16,17).

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller
olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)
meydana getirirler. Notralize edilemeyen serbest radikaller, hiicre membraninda lipid ve
proteinleri yok ederek, DNA’da kirilma ve mutasyonlara yol agar ve bagisiklik sistemine
zarar vererek viicutta ciddi hasar olusturabilirler (17-19).

Serbest radikallerin eksojen kaynaklart arasinda stres, infeksiyonlar, ilag
zehirlenmeleri, radyasyon, sigara dumani, hiperbarik oksijen, metal iyonlari, asbest lifleri,
ozon, karbonmonoksit, silika ve aflatoksin B1 sayilabilir (20).

Notrofillerden toksik ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu, yakin hiicrelere ve solubl
sistemlere zarar verir. Fagosit kaynakli oksidanlar ototoksik, immiinosupresif ve mutajenik
etkiler gosterirler. Ornegin RA’I1 hastalarin diz eklemlerinde fazla miktarda nétrofil birikir ve
bu nétrofillerden ortama saliverilen serbest radikaller eklem hasarini hizlandirirlar (17).

Serbest radikallerin baslica kaynagi oksijendir. Eslesmemis 2 elektronu olmasi
sebebiyle diradikal olarak adlandirilir ve diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer
(18). Molekiiler oksijen, yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma
egilimindedir. ROS, normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit

radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalidir (17).

Siiperoksit Radikali
Stiperoksit radikali, molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusur (17). Siiperoksit radikali ayni zamanda demir ve bakir gibi gecis metallerinin

indirgeyicisidir (21).

Fe?+ 0, <> Fe™ + 0,
Cu"+0, Cu?+0,”

Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile

birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit, azot
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dioksit, hidroksil radikali, nitronyum iyonu gibi toksik {irtinlere doniisebilir. NO’in zararli

etkilerinden peroksinitrit sorumludur (17,22).

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit membrandan kolayca gecebilen, uzun omiirlii bir oksidandir. iki
stiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon, ya spontan gerceklesir ya da

stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir (18,22).

20,"+2H " — H,0,+ O,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, ROS’lardan biri olarak kabul
edilir. Clinkii siliperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikalinin olusumunda rol

oynar (22).

Hidroksil Radikali
Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen

peroksitten olugsmaktadir (22).

H,0,+ Fe * — ‘OH + OH™ + Fe ™
O, "+ H,O, — O+ OH + OH™

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma omri ¢ok
kisadir, tioller ve yag asitlerinden kopardigi protonla yeni radikallerin olusumunu saglar

(17,22).

Singlet Oksijen
Ortaklanmamis elektronu olmadigindan radikal olarak degerlendirilmez. Serbest
radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana gelir ve serbest radikal reaksiyonlarinin olusmasina

neden olur (22).

Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi

bozar, hiicrenin potasyum kaybin1 ve trombosit agregasyonunu arttirirlar. Serbest oksijen
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radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin bircok kronik hastaligin komplikasyonlarina

katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

Serbest radikallerin lipidlere etkileri: Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en
hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri
olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu olduk¢a zararlidir ve kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerler (17,22).

Uc ya da daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbiitirik asitle Olgiilebilen malondialdehid (MDA) meydana gelir. Bu metod lipid
peroksid seviyelerinin 6l¢iimiinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik
indikatérii olmamasina karsin, lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
Lipid peroksidasyonu ¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve
indirekt olarak reaktif aldehidler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bu da bir¢ok

hastaliga ve doku hasarina sebep olur (22).

Serbest radikallerin proteinlere etkileri: Proteinler serbest radikallere karsi
poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastir. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden
etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlaria baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller meydana gelir. Proteinlerin belirli bolgelerinde serbest

radikal hasar1 yogunlagmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararh etki gosterir (22,23).

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA'ya etkileri: Iyonize edici radyasyonla
olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Oliime yol agarlar.
Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar.
Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek
ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine
yol acabilir. Bu yilizden DNA, serbest radikallerden kolayca zarar gorebilen onemli bir
hedeftir (22,23).

Stiperokside maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha

fazla antijenik Ozellik gosterirler ki bu olduk¢a onemli bir etkidir, ¢iinkii otoimmiin bir
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hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) ve RA’da dolasimda anti-DNA antikorlar
bulunur (22,23).

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri: Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitlerin antimitotik
etkileri vardir, kanser ve yaglanma siirecinde rol oynarlar. Serbest radikallerin
mukopolisakkarit yapidaki hyaliironik asidi etkilemesi, inflamatuvar eklem hastaliklar1 ve

katarakt olusumuna yol agar (22).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Canli hiicrelerde ROS olusumunu ve verdigi hasarlar1 6nlemek i¢in birgok savunma
mekanizmas1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinirler ve hiicrede
protein, lipid, karbohidrat ve DNA igeriginin oksidasyonunu Onleyebilir ya da
geciktirebilirler. Antioksidan savunma; radikal iiretiminin Onlenmesi, iiretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre hasarinin onarilmasi, sekonder radikal ireten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmast ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi yollariyla
gerceklesir (18,24).

Antioksidanlarin etki tipleri soyledir:

1) Toplayict etki: Serbest radikalleri tutma veya daha zayif molekiilere ¢evirme
islemidir.

2) Bastirict etki: Serbest radikallerle etkilesip aktivitelerini azaltan ya da inaktif hale
getiren etkidir.

3) Onarici etki: Hedef molekiilde olusan hasarin tamiri ve temizlenmesidir.

4) Zincir kiricr etki: Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirip engelleyici etki
olusturmasidir (22).

Antioksidanlar endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli olarak baslica 2 ana gruba
ayrilmaktadir.

Endojen kaynakli antioksidanlar enzimsel olanlar ve enzimsel olmayanlar olarak 2’ye
ayrilir. Enzimsel antioksidanlar SOD, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
S-transferaz, hidroperoksidaz ve mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemidir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise lipid fazda ve sivi fazda bulunanlar olmak iizere 2’ye ayrilir. Lipid
fazda bulunanlara a-tokoferol (E vitamini) ve B karoten; siv1 fazda bulunanlara ise glutatyon

(GSH), askorbik asit (C vitamini), melatonin, iirat ve transferrin 6rnek verilebilir (22).
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Ekzojen antioksidanlar ise ksantin oksidaz inhibitorleri (6r: folik asit, oksipiirinol),
soya fasulyesi inhibitorleri, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAPDH) oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal enestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid
antiinflamatuarlar), rekombinanant SOD, troloks-C, endojen antioksidanlarin aktivitesini

artiranlar (ebselen, asetilsistein) ve diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilaridir (22).

Siiperoksit Dismutaz
Stiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

20, +2H" — H,0, + O,

Stiperoksit dismutaz normal metabolizma sirasinda iiretilen siiperoksitin intraselliiler
seviyesinin diisiik tutulmasini saglar. Kas hiicrelerinde SOD'un 6zellikle sitozolde bulunan
Cu-Zn SOD ve mitokondriyal MnSOD olmak {iizere iki izoenzimi bulunur (25). Yiiksek
oksijen tiiketimi olan dokularda SOD kullanimi fazladir ve doku parsiyel oksijen artis1 ile
artar. Diger antioksidan enzimlerin aktiviteleri azaldiginda SOD enziminin aktivitesinin arttig1

gosterilmistir (22,26).

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, tetramerik yapida olup, 4 selenyum atomu
icerir. GPx hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Fagositoz yapan
hiicrelerin solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu nedeniyle zarar
gormelerini engeller. Eritrositlerde de, oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPx
aktivitesindeki azalma hidrojen peroksit artisina ve siddetli hiicre hasarma neden olur (22).
GPx, prostaglandin hidrojen sentetaz aktivitesini diizenleyerek prostaglandinlerin sentezinde

ve ayni zamanda prostasiklin olusumunun diizenlenmesinde de fonksiyon gormektedir (27).

Katalaz
Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Hidrojen

peroksidi suya ve oksijene pargalar (22).

2H202 _>2H20 + 02
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Glutatyon

Glutatyon karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir.
Cok onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. Proteinlerdeki siilthidril gruplarini rediikte halde tutar ve bu
gruplart oksidasyona karsi korur, bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin
membranlardan transportunu da saglar (22).

Glutatyon eritrositleri, 16kositleri ve gdz lensini oksidatif strese karst korumada hayati

Oneme sahiptir (22).

NITRIK OKSIT

Hem fizyolojik hem patofizyolojik siire¢lerde dnemli role sahip bir serbest radikaldir.
NO sentezi bazi hiicrelerde bir reseptore bir stimiilatoriin baglanmasina veya noronlarda bir
sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir. NO muskarinik veya histamin reseptorleri gibi
cesitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS)
etkisiyle sentezlenir (17).

Nitrik oksit sentaz enziminin {i¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar
sentezlendikleri yere ve sentezlerinin baslama sekline gére adlandirilirlar;

1) NOS-1; Tip-1 NOS néronal veya beyin NOS (nNOS) olarak bilinir. Noronal ve
epitelyum hiicrelerde tiretilir.

2) NOS-2; Tip-2 NOS, makrofaj NOS, indiiklenmis NOS (iNOS) olarak bilinir.
Makrofajlarda ve diiz kas hiicrelerinde iiretilir.

3) NOS-3; Tip-3 NOS, endotelyal NOS (eNOS) olarak bilinir. Endotel hiicrelerinde
tiretilir.

NOS-1 ve NOS-3 ikisi beraber ¢cNOS (constiutive-yapisal NOS) olarak bilinirler ve
yapisal olarak iiretilirler. cNOS kalsiyum ve kalmodiline bagli olarak fonksiyon goriir.

Nitrik oksit renksiz bir gaz olup oksijen ile olduk¢a hizli reaksiyona girebilir. Hava ile
temas oldugunda hizla nitrojen dioksit adi verilen ve toksik olan bir molekiile g¢evrilir.
NO’nun yarilanma omrii 3-5 saniyedir. NO, hem igeren proteinlerle reaksiyona girerek daha

stabil olan nitrata doniistiiriiliir ve idrarla atilir (28).
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Nitrik oksit sentezinin insanda vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde énemli rol oynadigi,
kan basinci ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahip oldugu bilinmektedir.

NO vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir vazodilatatordiir (17).

Nitrik Oksidin Oksidatif Etkisi

Nitrik oksit demir-siilfiir proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir,
bdylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar.

Nitrik oksidin SOD enzimiyle yarismaya girmesi ve siiperoksit radikaliyle etkilesmesi
sonucu peroksinitrit olusur. Bdylece fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya
cikar. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararli etkileri vardir ve azot dioksit, hidroksil

radikali ve nitronyum iyonu gibi toksik iiriinlere doniistir (17).

ASIMETRIK DIMETILARGININ

Metillenmis arginin tiirevleri ilk olarak 1970 yilinda Kakimoto ve ark. (29) tarafindan
insan idrarinda tespit edilmistir. Asimetrik dimetilarginin (ADMA), NOS izoformlarinin
endojen inhibitorii olarak tanimlanmistir (30,31).

Asimetrik dimetilarginin, arginin rezidiilerinin metillenmesi esnasinda protein arginin
metil transferaz (PRMT) enzimi tarafindan sentezlenir. Proteinlerdeki argininin
metilenmesiyle olusan diger maddeler ise simetrik dimetil arginin (SDMA) ve N-monometil
L-arginin (L-NMMA)’dir. L-NMMA da tipki ADMA gibi NOS enzimini endojen olarak
inaktive eder. Fakat plazmadaki konsantrasyonlar1 ADMA’dan 10 kat daha dusgiiktiir.
SDMA’nin plazmadaki konsantrasyonlar1t ADMA kadar olsa da, NOS iizerinde herhangi bir
etkisi yoktur. Fakat yiliksek konsantrasyonlarda SDMA hiicre i¢ine giriste arginin ile yarigarak
indirekt olarak NO miktarini diisiirebilir (32-34).

Sentez ve Metobolizmas:

Asimetrik dimetilarginin sentezinde rol alan PRMT enziminin 2 tipi tanimlanmigtir.
Protein arginin metil transferaz (PRMT)-1 histon, RNA binding proteini metillerken ADMA
ve L-NMMA olusturur, oysa PRMT-2 sadece miyelin basic proteini metiller ve SDMA ve L-
NMMA olusturur.

Metil arginin tiirevleri olustuklari zaman artik proteinlerin yapisina giremezler ve
organizmada dimetillenemezler. Giinde 300 pmol ADMA olusmaktadir; 250 pmol’u
dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan sitriilin ve dimetilamin’e

dontstiiriilmekte, kalan 50 pmol’u bobreklerden degismeden atilmaktadir (35,36).
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Dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz’in 2 formu bulunmaktadir. DDAH-1 daha ¢ok
nNOS i¢eren dokularda, DDAH-2 ise eNOS ya da iNOS enzimini i¢ceren dokularda bulunur.

Biyokimyasal olarak DDAH’mn inhibisyonu ADMA’y1 artirirken, NO {iretimini
azaltmaktadir. DDAH baslica, endotel hiicreleri, beyin, pankreas gibi pek c¢ok organda
bulunur. ADMA metabolizmasindan sorumlu baglica organlar karaciger ve bobreklerdir.
ADMA, NOS’un ii¢ formunun da kompetetif inhibitoriidiir ve yiiksek arginin
konsantrasyonlarinda bu etkisi azalir (35).

Asimetrik dimetilarginin diizeyinin artmasinda dort mekanizma rol oynayabilir:

1. Proteinlerin PRMT ile metilasyonunda artma,

2. Proteinlerin proteolizinde artmaya bagli olarak metillenmis tiirevlerin ortaya

cikisinda artis,

3. Renal atilimin bozulmasi,

4. Metillenmis tiirevlerin DDAH enzimi ile metabolizmasinin azalmasi.

Protein arginin metil transferaz regiilasyonu hakkinda pek az sey bilinmektedir. Shear
stresin PRMT ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigi ve endotel hiicrelerinde transkripsiyon
faktorii niikleer faktor kappa-B’yi aktive ederek ADMA {iretimini stimiile ettigi bilinmektedir.
Shear stres, bobrek yetmezligi, koroner arter hastaligi, yiiksek tuz iceren diyet gibi
durumlarda ADMA diizeylerinde artisa sebep olabilir (37).

Pek c¢ok c¢alismada ADMA birikimi, azalmis DDAH aktivitesi ile birlikte
goriilmektedir. DDAH metabolizmasinda bozukluk ADMA birikimine neden olur. Sisteinden
indirgenen SH grubu DDAH aktivitesi i¢cin dnemlidir. Bu enzim oksidatif strese duyarlidir.
Oksidatif stres, endotel hiicrelerinde artmis PRMT-1 ekspresyonuyla serbest oksijen tiirleri
aci8a cikararak ADMA olusumunu uyarabilir (38). Endotel disfonksiyonu i¢cin ADMA risk
faktorii olarak goriilebilir. Plazma ADMA diizeylerinin, ateroskleroz, konjestif kalp
yetmezligi, hipertansiyon, preeklampsi, erektil disfonksiyon ve pek¢ok kardiyovaskiiler
hastaliklarda arttig1 gosterilmistir (39).

Hipertansif hastalarin plazmalarinda yapilan 6lglimlerde artmis ADMA ve azalmig NO
diizeyleri saptanmistir (40). Saglikli goniilliilere diisiik miktarda intraven6z ADMA verilerek
yapilan bir ¢alismada ise kardiyak debi ve kan basincinda artma, kalp hizinda azalma
saptanmustir (41).

Periferal arteriyel hastalik ve kronik hiperhomosisteinemili hastalarda endotel
disfonksiyonunda ADMA nin potansiyel roliiniin arastirildig1 bir ¢calismada, ADMA ile total

kolesterol, diabetes mellitus, sigara, sistolik kan basinci arasindaki iligki agiklanmistir. Ayrica
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akim bagimh dilatasyon ile regresyonu yapildiginda anlamli iliski bulunmustur. ACE
inhibitdrleri ve anjiyotensin reseptor blokdrlerinin ADMA ve arginin/ADMA oranini azalttigi
gosterilmistir (42).

Obez bireyler iizerinde yapilan bir calismada, ADMA miktarlarinin yiiksek oldugu
tespit edilmigtir (43). Morbid obez hastalarla yapilan bir c¢aligmada ise gastrik bant
operasyonu yapildiktan sonra ADMA diizeylerinde kilo kaybiyla paralel diisiis saptanmistir
(44). Hiperkolesterolemili hastalarda da ADMA diizeyinin yiiksek oldugu bulunmustur (45).
Buna sebep olarak dogal ve okside diisiik dansiteli lipoprotein kolestroliin PRMT aktivitesini
modiile etmesi gosterilmektedir (46).

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda yapilan ¢alismalarda ADMA diizeyleri
yiiksek olarak bulunmustur. Bobrek yetmezligi olan hastalarda biriken ADMA miktar ile
gelisen endotel disfonksiyonu arasinda iliski vardir (47).

Alzheimer hastalarinda homosistein ve ADMA’nin arttigi, NO’nun ise azaldigi
goriilmiistiir. NO’nun 6grenme ve ezberlemede rolii vardir. L-Argininin oral alimi ile yash
hastalarin  kognitif  fonksiyonlarinda diizelme olabilir (47). Yaslanmanin renal
hemodinamiklerin degisimine eslik ettigi post glomeriiler damarlarin zayiflamas: ile
renovaskiiler tonusunun artis1 sonucu, yaslilarda NO’nun azalmasi kan basinci artis1 ve
renovaskiiler dirence neden olmaktadir. Yapilan caligmalarda yaslanan bireylerde ADMA ’nin

arttig1 gosterilmistir (48).

PELARGONIUM SIDOIDES
Tiirk¢e adi sardunya olan Pelargonium sidoides, 280 tiir iceren Pelargonium cinsinin,
Geraniaceae ailesinin sadece Giiney Afrika’da bulunan, yaklasik 50 cm yiiksekliginde, lila

rengi ¢igekleri olan bir tiirtidiir (Sekil 1) (49).

Sekil 1. Afrika sardunyasi
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Bitkinin yas1 ilerledik¢e kokleri siyaha doniisiir ve koklerde bulunan aktif madde

optimal konsantrasyonuna biiyiimenin 3. yilinda ulasir (49,50).

Tarihgesi

Avrupalilar Pelargonium sidoides bitkisini Ingiliz ve Alman kolonilerin Giiney
Afrika’yr istilasindan sonra tanimis ve 19. yiizyilin sonlarindan itibaren halk tarafindan
solunum yollar1 infeksiyonlarinda kullanildigini 6grenmislerdir (3).

Major Stevens adli bir ingiliz 1897 yilinda tiiberkiiloza yakalanmis ve hekimlerin
oOnerisi ile daha 1liman bir iklime sahip olan Giliney Afrika’ya gelmistir. Burada hastalig: ile
ilgili ¢aligmalar yaparken Basuto kabilesinden bir sifaci ile tanisir ve bu kisinin vermis oldugu
Pelargonium sidoides bitkisinin koklerinden hazirlanan dekoksiyonu kullanarak tamamen
iyilesir. Ingiltere’ye déndiigiinde, bu tedavi sekline kendi adini (Stevens Yéntemi) vererek
tiibberkiilozlu hastalar {izerinde uygulamaya baglar. Stevens’in tedavi metodunun ilk
destekgilerinden olan Dr. Adrein Sechehaye, 1920 yilindan baslayarak dokuz yil boyunca
Pelargonium ekstresini 800 hasta ilizerinde denemis ve elde ettigi carpict sonuglart 1930
yilinda yaymlamistir. Bu gelismelerden sonra Pelargonium sidoides kok ekstresi, sentetik ve

modern tliberkiiloz ilaglarinin kesfine dek Avrupa’da sik olarak kullanilmistir (3,4).

Farmakolojik ozellikleri

Immiinomodiilatdr etkileri ile antiviral savunma aktivasyonu saglar (51,52). Ayrica
viriis infeksiyonlarina karsi sitoprotektif 6zelliktedir (52-54). Orta derecede antibakteriyel
etkiye (51,52) ve sekretomotor-mukolitik 6zelliklere sahiptir (55,56).

Klinik 6zellikleri

Bitkinin kok ekstresinin tiiberkiiloz, akut bronsit, farenjit gibi hastaliklarda sikg¢a
kullanilmas1 ve belirgin bir etki gostermesi sebebiyle ekstre iizerinde antibakteriyel ve
immiinomodiilator etki calismalar1 yapilmistir (51,53,54).

Soguk alginhiginda etkilidir ve iyi tolere edilir, hastalik siiresini kisalttig1 yapilan
calismalarda kanitlanmigtir (57,58).

Akut bronsit hastalarinda semptomlarin siddetini azaltir (55,56,59). Akut bronsitli
cocuklar iizerinde yapilan diger bir ¢alismada da olumlu sonuglar elde edilmistir (60,61).
Cocuklarda non-streptokoksik tonsillo-farenjit tedavisinde etkinligi Heger ve ark. (62)

tarafindan kanitlanmistir. Akut siniizit tedavisinde oldukga etkilidir (63).
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Cok 1yi tolere edilebilirligi ve nadir goriinen yan etkiler biiyiik bir giivenlik ¢alismasi

ile dogrulanmstir (64).

Etki mekanizmasi

Antiviral ve sitoprotektif ozellikleri vardir. Interferon sentezini modiile eder ve
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini arttirir (53,54,65).

Fagosit fonksiyonlarimi diizenler. Kemotaksisi arttirir. Makrofajlarin uyarim ve
aktivasyonunu saglar, fagositoz yetenegi ve NO {iretimini arttirarak, hiicre i¢i dldiirmeyi
(intracellular killing) de arttirir. Antioksidatif 6zelliktedir ve 16kosit elastazi inhibe eder
(53,66).

Solunum epitel sillerinin hareketini stimiile ederek sekretomotor etki gosterir.
Solunum yolu mukozasimin yipranmis epitel hiicrelerinde adezyonu arttirir, yasayan
epitelyum hiicrelerinde ise inhibe eder (67).

Antiinfektif etkileri immunomodiilasyon ve artmis interferon sentezindendir.
Interferonun direkt antiviral etkisi vardir. Ayrica viriislerin olusturdugu hasara kars1 hiicreleri
korur ve natural killer hiicreleri aktive eder (53).

Yapilan ¢aligmalarda, solunum yolu infeksiyonlar1 tedavisinde orta dereceli
antibakteriyel etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (4,53). Ayrica immiinomodiilator etkisi ile

tiimdr nekroze edici faktor (TNF) aktivasyonunda da etkili oldugu tespit edilmistir (53).
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi
almmustir (Ek-1) ve ¢alismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (TUBAP)
tarafindan desteklenmistir (Ek-2).

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Biriminde
iretilmis olan, ortalama 300-400 g agirliginda 48 adet Sprague Dawley erkek sigan
kullanilmigtir. Tiim denekler standart laboratuvar kosullarinda (22+1 °C, %55 nem ve 12 saat
aydinlik-karanlik siklusunda) barindirilmistir. Beslenmeleri igin standart sigan yemi ve

musluk suyu kullanilmistir.

ILACLAR
Freund’s Complete Adjuvant, FCA, 10 mg/ml
Plergonium sidoides, Umca, Abdi Ibrahim

Ibuprofen, Dolven, Zentiva

DENEY DUZENI
Calismamizda adjuvant artrit onceden RA degerlendirilmesi i¢in tarif edilen metodlara
gore, 1sida Oldirtilmiis ve kurutulmus Mycobacterium tuberculosis igeren sivi parafin

emiilsiyonunun (Freund’s Complete Adjuvant, FCA, 10 mg/ml), hayvanlarin sag
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arka ayak pencelerine, 22 numarali igne ile 0.1 ml’lik tek doz intradermal olarak injeksiyonu
ile olusturuldu (15,68,69).

Tiim gruplarda 8’er hayvan kullanildi. Birinci grup kontrol grubu olarak ayrildi ve
penge takibi sonras1 27. giin kalpten kan alind1. Diger gruplara ise, 0. giin intradermal olarak
0.1 ml FCA injeksiyonu yapildi ve 17-27 giinler arasi ikinci gruba Pelargonium sidoides
¢oziiclisii %12 etanol, iiclinclii gruba Pelargonium sidoides 100 mg/kg, dordiincii gruba
Pelargonium sidoides 200 mg/kg ve besinci gruba da Pelargonium sidoides 500 mg/kg
uygulandi. Altinct gruba (pozitif kontrol grubu) ibuprofen 100 mg/kg dozunda verildi. Tim
ilaglar gavaj yoluyla uygulandi.

Inflamatuvar reaksiyon inokiilasyon giinii 0. giin kabul edilerek; 0, 17, 20, 23 ve 27.
giinlerde 6zel bir kumpas ile mikrometrik olarak 6l¢iildii. Ayrica hayvanlar deney sonunda
ksilazin/ketamin (10/50 mg/kg, i.m.) anestezisi altindayken kalpten ponksiyon ile kan alindi.
[laglarin antioksidan etkileri plazmada lipid peroksidasyonu son {iriinii olan MDA,
antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GPx enzimleri, plazma GSH, nitrat-nitrit ve ADMA
diizeyleri Olgiilerek istatistiksel olarak degerlendirildi. Sicanlarin eklemleri ¢ikarilarak

formole konuldu ve Fakiiltemiz Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik olarak

degerlendirildi.

KULLANILAN CIHAZLAR
Spektrofotometre (Spectronic Unicam Helios a, ingiltere)
Elektronik tarti : (Denver Instrument APX-200, ABD)

Sogutmali santrifiij
Sogutmali santrifiij
Su banyosu
Vorteks

Derin dondurucu
pH metre
Manyetik karigtirict
Distile su cihazi
Guard kolon

UV detektor
HPLC cihaz1

(MPW 350R, Polonya)

(Hettich Micro 220R, Almanya)

(Nickel Clifton Elektro LTD, ingiltere)

(Niive NM110, Tiirkiye)

(Thermo Elektron Corporation, USA)

(InoLab, Level 1, Almanya)

(Heidolph MR 3001, Almanya)

(Millipore, France)

(Waters Symmetry C18 Sum 3.9x20 mm, ABD)
(Waters 2487 dual A absorbance detector, ABD
(Waters 2690 Alliance, Seperations Module, ABD)
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PLAZMA KATALAZ DUZEYi OLCUMU

Plazma katalaz diizeyleri 6l¢iimiinde Cayman’s Catalase 6l¢tim kiti kullanildi.

Prensip

Enzim aktivitesinin Ol¢climiinde CAT’in peroksidatif aktivitesi kullanilir. Hidrojen
peroksitin optimal konsantrasyonunda, enzim ile metanolun reaksiyonu sonucu formaldehid
olusur. Olusan formaldehid {iriinleri, 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole (Purpald)
sollisyonu ile mor renkli bir bilesik olusturur. Bu bilesigin renginin 540 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile CAT diizeyi belirlenir.

Deney

Spektrofotometre tabakasinda formaldehid standartlarinin, pozitif kontrolin ve
orneklerin koyulacagi cukurlarin semasi belirlendi. Formaldehid standartlarinin ¢ukurlarina
100 pl deney tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH 7.0), 30 ul metanol ve 20 pl degisen
konsantrasyonlarda formaldehid standarti konuldu. Pozitif kontrol ¢ukuruna 100 pl deney
tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH 7.0), 30 ul metanol ve 20 pl sigir karaciger katalazi,
orneklerin ¢ukurlarina da 100 pl deney tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH 7.0), 30 ul
metanol ve 20 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in tiim ¢ukurlara 20 pl dilue
hidrojen peroksit eklendi. Tabakanin iizeri ortiildii ve calkalayiciya yerlestirilerek 20 dk oda
1s1sinda inkiibe edildi. 30 pl potasyum hidroksit eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve 30 pl
kromojen (Purpald) tiim c¢ukurlara eklendi. 10 dk calkalayicida oda 1sisinda inkiibe edildi
sonra 10 pul potasyum periodat eklendi ve 5 dk daha inkiibasyonun ardindan 540 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak okundu.

Hesaplama

Standart egrinin hazirlanmas1 icin; 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75 uM yoguluklarinda
formaldehid ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore yogunluk-absorbans grafikleri
cizildi (Sekil 2). Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak drneklerdeki formaldehid
konsantrasyonu ve asagidaki formiile gore katalaz aktivitesi nmol/dk/ml olarak bulundu.

Formaldehid kalibrasyon egrisinin denklemi: y=0,1118x-0,01
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Sekil 2 Formaldehid kalibrasyon egrisi

Ornek formaldehid (uM) = [6rnek absorbans- (y-intercept)/slope] x 0,17 m1/0,02 ml

CAT aktivitesi (nmol/dk/ml) = (6rnek formaldehid uM/ 20 dk) x 6rnek diliisyonu

PLAZMA MALONDIALDEHID DUZEYi OLCUMU

Plazma MDA diizeyleri 6l¢timiinde OxisResearch 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip

Olgiimiin temeli 45°C’de MDA ile kromojenik ayirag N-methyl-2-phenylindole

(NMPI) arasindaki reaksiyona dayanir. Bir molekiil MDA ile 2 molekiil NMPI birleserek

renkli bilesik olan carbocyanine dye olusturur. 586 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunur.

Deney

100 uM tetramethoxypropane (TMOP) soliisyonundan 0, 0.25, 0.5, 0.8 ve 1 uM

yogunlugunda MDA standartlar1 hazirlandi. Bos mikrosantrifiij tiipleri standartlar ve 6rnekler
icin etiketlendi. Tiim tiiplere 11 pl butylated hydroxtoluene (BHT) konuldu. Uzerine 210 pl
standart veya ornek konuldu. Sonra 5.3 pl konsantre HCI tiim tiiplere eklendi ve tiiplerin
kapag1 kapatilarak 60°C’de 80 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 680 pl diliie R1 (N-
methyl-2-phenylindole) eklendi ve iyice karistirildi. 13 000 x g 5 dk santrifiij edildi. 660 ul
supernatant yeni tiipe aktarildi. 115 pl konsantre HCI eklendi. 45°C’de 60 dk inkiibe edildi. 5
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dk 13 000 x g santrifiij edildi. Supernatant kuvete aktarilip 586 nm dalga boyunda

absorbanslar1 okundu.

Hesaplama
Standartlar kullanilarak MDA standart egrisi (Sekil 3) cizildi. Regresyon analizi ile

saptanan formiil kullanilarak érneklerdeki MDA konsantrasyonu bulundu.
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Sekil 3 Malondialdehid standart egrisi

MDA (uM) = (Assge - y-intercept/egim) x diliisyon

PLAZMA SUPEROKSID DiSMUTAZ DUZEYI OLCUMU
Plazma SOD diizeyleri oOlgiimiinde Cayman’s Superoksit Dismutaz Ol¢tim kiti

kullanildi.

Prensip
Bu kit ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan iiretilen siiperoksid radikallerinin
Ol¢limil i¢in tetrazolium tuzunu kullanir. Superoksit radikalinin %50 dismutasyonunu ortaya

koymak i¢in gerekli enzim miktar1 bir SOD {initesi olarak tanimlanmugtir.

Deney
Spektrofotometre tabakasinda SOD standartlarinin ve 6rneklerin koyulacagi cukurlarin
semasi belirlendi. SOD standartlarinin ¢ukurlarina 200 pl diliie radikal dedektor (tetrazolium
tuzu), 10 pl standart (sigir eritrosit SOD (Cu/Zn)) konuldu. Ornek cukurlarina 200 ul dilue
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radikal dedektor, 50 ul 6rnek eklendi. Reaksiyonu baslatmak i¢in 20 pl dilue ksantin oksidaz
tiim ¢ukurlara konuldu. Tabakanin {istii kapatildi 20 dk ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe
edildi. Daha sonra 440-460 nm dalga boyunda absorbansi spektrofotometre ile dl¢iildii.

Hesaplama

Standart A’nin absorbansi kendine diger tiim absorbanslara boliinerek dogrulama orani
(LR) hesaplandi. LR Standart A= Abs A / Abs A, LR Standart B= Abs A / Abs B. SOD
standartlarin LR egrisi (Sekil 4) ¢izildi. Buradan da orneklerin SOD aktivitesi asagidaki

formiile gore hesaplandi.
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Sekil 4 Siiperoksid dismutaz lineerlestirilmis oran egrisi

SOD (U/ml) = [(6rnek LR — y-intercept) / egim) x 0,23/0,01] x diliisyon

PLAZMA GLUTATYON PEROKSIDAZ DUZEYI OLCUMU
Plazma GPx diizeyleri Ol¢imiinde Cayman’s Glutatyon Peroksidaz oOl¢iim Kkiti

kullanildi.

Prensip

Glutatyon peroksidaz diizeyi, glutatyon reduktaz enzimi tarafindan meydana getirilen
bir reaksiyona bagli olarak indirekt olarak oOlgiildi. Okside glutatyon (GSSG)
hidroperoksitlerin GPx enzimi tarafindan rediiksiyonu sirasinda ortaya c¢ikar. Okside
glutatyonun tekrar kullanimi i¢in rediiksiyonu glutatyon reduktaz enzimi tarafindan NADPH

kullanilarak gerceklestirilir. NADPH’in NADP’ye oksidasyonu sirasinda soliisyonun 340 nm
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dalga boyundaki absorbsiyonunda azalma ortaya ¢ikar. Bu azalma GPx enziminin

aktivitesiyle direkt orantilidir.

Deney

Spektrofotometre tabakasinda kor, pozitif kontrol ve drneklerin koyulacagi ¢ukurlarin
semas1 belirlendi. Kor ¢ukuruna 120 pl deney tamponu (50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA pH
7,6), 50 pl co-substrat karisimi (NADPH, glutatyon, glutatyon reduktaz) konuldu. Pozitif
kontrol ¢ukuruna 100 pl deney tamponu, 50 pl co-substrat karisimi ve 20 pul GPx eklendi.
Ornek cukurlarina 100 ul deney tamponu, 50ul co-substrat karisimi ve 20 ul 6rnek konuldu.
Reaksiyonu baglatmak igin tiim ¢ukurlara 20 pl hidroperoksid eklendi. Tabaka birkag¢ saniye
calkalandiktan sonra 340 nM dalga boyunda belirli araliklarla 5 kez 6l¢iim yapildi. Pozitif

kontrol egrisi ¢izilerek kitin saglamlig1 degerlendirildi.

Hesaplama
Ornek egrilerinin lineer oldugu bélgede iki nokta segildi. Zamana gore absorbsiyon
degisimi (AAsz40) belirlendi. Kor i¢in hesaplanan AAsy degeri bu degerden ¢ikarildi. GPx

aktivitesi agagidaki formiile gore belirlendi.

AA340/min = AAza9 (Time 2) - AAs49 (Time 1)/ Time 2 (min)-Time 1 (min)

GPx aktivitesi (nmol/dk/ml) = (AA340/min/ 0,000373 M'l) x (0,19 ml / 0,02 ml) x diliisyon

PLAZMA GLUTATYON DUZEYi OLCUMU

Plazma GSH diizeyleri 6l¢iimiinde Cayman’s Glutatyon dl¢tim kiti kullanildi.

Prensip

Bu kit GSH diizeylerinin belirlenmesinde glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan
meydana getirilen enzimatik dongliyli kullanir. GSH’in siilfidril gruplart Ellman ayiraci
(DTNB, 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic asit) ile birleserek yesil renkli 5-thio-2-nitrobenzoik
asit (TNB) olusturur. Beraberinde karisik disiilfidler GSTNB (GSH ile TNB arasinda) olusur
ve bu disiilfidler GR enzimi tarafindan azaltilir ve daha fazla TNB aciga ¢ikar. TNB orani bu
dongiisel reaksiyon ile dogrudan iligkilidir. TNB absorbansinin 405-414 nm Olglimii ile

ornekteki GSH miktar1 belirlenir.
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Deney

Spektrofotometre tabakasinda standartlarin ve drneklerin koyulacagi ¢ukurlarin semasi
belirlendi. Standart ¢ukurlarina 50 pl standart, 150 pl 6l¢iim kokteyli (MES tamponu (0.4 M
2-(N-morpholino) ethanesulphonic asit, 0.1 M fosfat ve 2 mM EDTA, pH 6,0) 11.25 ml,
kofaktor karisimi (NADP', glukoz-6-fosfat) 2.1 ml, enzim karsimn (GR, Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz) 2.1 ml, su 2.3 ml, DTNB 0.45 ml karistirilarak olusturulur) konuldu. Ornek
cukuruna 50 pl o6rnek, 150 pl 6l¢iim kokteyli konuldu. 405-414 nm dalga boyunda 25.
dakikada spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Hesaplama
Standart A’nin absorbans degeri kendinden ve diger standart ve Orneklerin
absorbanslarindan ¢ikarilarak dogru absorbanslar hesaplandi. GSH standart egrisi ¢izildi

(Sekil 5). Buradan 6rneklerin total GSH igerigi asagidaki formiile gére hesaplandi.
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Sekil 5 Glutatyon standart egrisi
Total GSH (uM) = [(absorbans 405-414nm) - (y-intercept) / slope] x 2 x diliisyon

PLAZMA NITRAT VE NiTRIiT TAYIiNi

Nitrat ve nitrit tayini Cortes ve Wakid’in tarifledigi yonteme gore yapildi.

Kullanilan Reaktifler
1. Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol/l H,SO4 i¢inde saklandigi siirece 9 ay stabildir.
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2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildii. 2 mol/l NaOH
¢oOzeltisi ile pH’s1 9.7’ ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Siilfanilamid: 2.5 g siilfanilamid 250 ml sicak 3 mol/l HCI i¢inde ¢oziildii ve daha
sonra sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.

4. N-Napthiletilen diamin (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su i¢inde ¢ozildii. 2 ay

0-8°C’de stabildir.

Cinko Siilfat (ZnSOy): 75 mmol/l; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.

Bakar Siilfat (CuSOy): 5 mmol/l; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/I; 1.1 g alinip 500 ml’ye tamamlandi.

© N »n

Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/I’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi ig¢inde
hazirlandi. (69 mg NaNO2, 380 mg borat (Na;B407.10 HO) 100 ml i¢inde ¢oziiliir.)
KNOj; standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra

borat i¢inde ¢oziildii.

Deneyin Yapihis

Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml numune, 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2.5 ml
NaOH ilave edilip vorteksle karistirildi. 10 dk oda 1s1sinda beklettikten sonra 4 000 x g’de 10
dk santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikandi. 1-2 dk
icinde CuSO4°de calkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk i¢inde

kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun Hesaplanmasi

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 mM’ lik seri diliisyonlar hazirlandi
ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da uygulandi. 1 ml glisin-NaOH buffer
tim tliplere konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alindi. 2.5 g
tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin tizerine konuldu. 90
dk oda 1sisinda karistirarak beklendi. Siire sonunda nitrit 6l¢limii i¢in bu tiiplerden 2’ser ml
alinarak tlizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edildi; karistirildi ve 45 dk

beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.
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Direkt nitrit ol¢iimii: NaNO, standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml almarak ayr tiiplere konuldu. Uzerine 1 ml

stilfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dk sonra 545 nm’de okuma yapildu.

Nitrat olciimii: Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri c¢ikarildiktan sonra
sulandirma faktorii olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile

carptiktan sonra ¢ikan sonug¢ milimol/litre olarak hesaplanmis oldu.

PLAZMA METILLENMIS ARGININ TURLERININ OLCUMU
Plazma metilenmis arginin tiirlerinin olgiimleri “high performance liquid

chromatography” (HPLC) cihazinda 6lgiildii.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3-merkaptopropionik asit, OPA (Fluka, Almanya); amonyak, asetonitril, metanol, L-
arginin, HCI, Borik asit, KH,PO4, KOH, NaOH (Merck&Co, Inc, Darmstadt, Almanya),
ADMA, homoarginin, monometilarginin, SDMA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim,
Almanya).

Yazilim ve Ekipman
Asimetrik dimetilarginin diizeyleri Waters Alliance 2690 XE, Model 474 floresan
dedektdr ve Millennium 32 Software kullanilarak 6lgiildii. Orneklere solid faz ekstraksiyonu

(20 kolon kapasiteli vakum manifoldlu SPE, Waters) uygulandi.

Soliisyonlar

Arginin stok soliisyonu: MA: 174.20 g, 10 mM HCI. 174 mg arginin 10 ml HCI
icinde ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie edilerek 1
mM’a ulasildi.

Homoarginin stok soliisyonu: MA: 224.69 g, 10 mM HCI. 225 mg homoarginin 10
ml HCI i¢inde ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie
edilerek 1 mM’a ulagildi.
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Asimetrik dimetilarginin stok soliisyonu: MA: 275.18 g, 10 mM HCIl. 50 mg
ADMA 18.17 ml HCl i¢inde ¢6ziildii ve 10 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 10 kez
diliie edilerek 1 mM’a ulasildi.

Simetrik dimetilarginin stok soliisyonu: MA: 758.82 g, 10 mM HCI. 25 mg SDMA
33 ml HCl i¢inde ¢6ziildii ve 1 mM stok soliisyon elde edildi.

Combine working standard: Arginin, homoarjinin, ADMA ve SDMA’nin 1 mM’lik
stok soliisyonlarindan 10 mM HCI i¢inde 100 uM arginin ve 10 uM homoarginin, ADMA ve
SDMA igeren bir karisim olusturuldu.

Monometilarginin: MA: 248.28 g, 10 mM HCI. 5 mg MMA 20.1 ml HCI iginde
¢oziildii, 1 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyondan 50 adet eppendorf tiipline her birine
50 mikrolitre olacak sekilde dagitildi, kalani1 (17.5 ml) bir tiip i¢inde saklandi. (Her yigin
calismada 1 eppendorf alinip iizerine 1200 mikrolitre PBS eklenerek 40 uM’ lik final

konsantrasyon elde edildi (Internal Standart).

Fosfat tampon soliisyonu: 1 mM NaH2PO4 + 9 mM Na2HPO4 + 137 mM NaCl
hazirland1. pH degeri, | M NaOH ve HCl ile 7’ye ayarlandu.

Potasyum borat buffer: 200 mM (100 ml) olacak konsantrasyonda 50 ml borik asit
i¢cinde hazirlandi. KOH eklenerek pH 9.5’e getirildi ve 100 ml’ye tamamlandi.

Ortho-phtaldialdehyde stok soliisyonu (derivatizasyon reageni): MA: 134.13 g,
MeOH. 10 mg ortho-phtaldialdehyde (OPA) 0.2 ml MeOH iginde ¢6ziildi, 1.8 ml 200 mM
potasyum borat buffer (pH:9.5) eklendi, daha sonra 10 mikrolitre 3-merkaptopropionik asit
eklendi boylece 0.2 ml’de 10 mg OPA igeren stok soliisyon elde edildi.

Ortho-phtaldialdehyde final soliisyonu: OPA stok tiirevlendirmeden hemen Once

Borat buffer ile 5 kez diliie edildi ve bdylece 7.5 mM konsantrasyonda OPA final elde edilmis
oldu. 48 saat i¢inde kullanildi.
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Mobil faz A: 6.8 g KH,PO4 980 ml suda ¢oziildii. KOH ile pH 6.5’¢ ayarland,
filtreden siiziilerek ve hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan tampona 95.3 ml asetonitril

eklendi ve ultrasonik banyoda 30 dk bekletildi.

Mobil faz B: Su ve asetonitrilin hacimce yar1 yariya (50/50) karistirilmasiyla elde

edildi.

Ornegi Saflastirma ve Tiirevlendirme

Santriflij (3 000 x g 10 dakika) ile elde edilen serum Ornekleri ve standartlara SPE
uygulandi. Rutin protokol, 3.0 mI’lik temiz bir cam tiip i¢ine 0.2 ml 6rnek (veya Standart), 0.1
ml internal standart ve 0.7 ml PBS konuldu ve vortekslendi, 6n kosullama yapilmaksizin
Oasis MCX SPE kolondan (vakum altinda, 1 ml/dk hizla) gegirildi. Orneklerin
uygulanmasindan sonra kolon sirayla 0.1 ml 100 mM HCI ve 1.0 ml metanol ile yikandi.
Analitler 3.0 mI’lik tiiplere, 1.0 ml konsantre amonyak/su/metanol (10/40/50) ile Oasis MCX
SPE kolondan eliie edildi. Tiipteki solvent 60-80 °C’de nitrojen ile uguruldu. Tiipe 0.1 ml
KH;PO4 (200 mM) eklenerek tiipiin i¢inde kalan analitler ¢ozdiiriildii. Son olarak 0.1 ml OPA
reageni tiipe konularak vorteksleme iglemi tekrarlandi. 3 dk beklendi tekrar vortekslendi ve
ornek otosampler viyallere aktarilip kompartmana yerlestirildi. Kromatografide ornek

kompartman1 7 °C’ye ayarlandu.

Kromatografi

Kromatografi Symmetry C18 kolon (3.9x150 mm; 5 um partikiil biyiikliigii; 100 A
pore bliyiikliigii) ve 3.9x20 mm Sentry Symmetry C18 guard kolon iizerinde alindi. Mobil faz
A %8.7 asetonitril iceren 50 mM potasyum fosfat tampon (pH 6.5); mobil faz B ise
asetonitril/su (50/50, v/v) olacak sekilde hazirlandi, seperasyon izokratik kosullarda, %100
mobil faz A ile 1.1 ml/dak hiz ve 30 °C kolon sicakligi degerlerinde yapildi. Son analitin
cikisindan sonra giiclii bir sekilde retansiyona ugrayan bilesikler giiclii solvent akimi (%50 B
20-22 dk’lar arasi) ile eliie edildi 22. ve 23. dk’lar arasinda gradient baslangi¢ degerlerine
dondiiriilerek kolon 7 dk daha dengelenmeye birakildi; bdylece toplam g¢alisma siiresi her
ornek i¢in 30 dk olacak sekilde ayarlandi. Enjeksiyon hacmi 20 pl secilerek, fluoresans
eksitasyon-emisyon dalga boylar1 sirasiyla 340-455 nm olarak 6l¢iildii. Elde edilen pikler, pik

alanlarina gore degerlendirildi.
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Kalibrasyon

Metod validasyonu i¢in kalibrasyon 9 kombine kalibrasyon standardi kullanilarak
(konsantrasyon araligi arginin i¢in 1-200 pM; ADMA, SDMA ig¢in 0.1-20 uM) yapild:.
Internal standardin eklenmesinden sonra standartlara SPE, derivatizasyon ve kromatografi
uygulanarak bunlara ait pikler alindi. Plazma 6rneklerinin 6l¢timii i¢in 100 pM arginin ve 10

uM homoarginin, ADMA ve SDMA ile tek-nokta kalibrasyonu yapildi.

HISTOPATOLOJIK INCELEME

Histapatolojik incelemelerin yapilmasi amaciyla sag ve sol ayak bilegi eklemlerini
iceren si¢an ayaklar1 Fakiiltemiz T1ibbi Patoloji laboratuvarina gonderilmistir.

Patoloji laboratuvarinda sag ve sol ayak bilegi eklemlerini de igeren sigan ayaklar1 24
saat boyunca %10’luk tamponlu nétral formaldehit tespitine tabi tutulmuslardir. Daha sonra
dekalsifikasyon amaciyla dokular %10’luk nitrik asit icinde 12 saatte bir kalsifikasyon
durumlar1 kontrol edilerek yaklasik 36 saat bekletilmislerdir. Otuz alti saat sonunda
dekalsifiye olarak kemikleri yumusayan ayaklarin tiimiinden metatarsofalangiyal eklemler
goriintiilenecek sekilde parcalar kasete alinmistir. Gece boyunca alkol takibinden gegen
dokularin parafine gomiilmesinin ardindan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitler
lamlarin {izerine alinmis ve rutin hematoksilen eozin (HE) boyasi ile boyanarak 1sik
mikroskobu (Olympus BX51) altinda degerlendirilmistir. Degerlendirme sirasinda her
dokudaki ekleme komsu dokulardaki inflamasyon ile eklem i¢i sinovyal proliferasyon
siddetlerine gore derecelendirilerek not edilmistir. Buna gore; 0-lezyon yok, 1-hafif siddetli
lezyon, 2-orta siddetli lezyon, 3-siddetli lezyon olarak kabul edilmis ve semikantitatif olarak
skorlanmistir. Vaskiiler proliferasyonun tespiti i¢in 5 biiyiik biiyiitme alanindaki (BBA= x40)
damarlar sayilmis ve ortalamalar1 alinarak biiylik biiylitme alan1 basina diisen damar sayisi
hesaplanmistir. Ayrica bazi dokularda goriilen lezyonlar (graniilom varligi, 6dem)

derecelendirilmeden not edilmistir (15).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme, AXAS507C775506FAN3 seri numarali STATISTICA AXA
7.1 istatistik ve Graphpad Prism for Mac OSX Version 5.0c programi kullanilarak yapildi.
Olgiilebilen verilerin normal dagilima uygunluklar1 tek 6rnek Kolmogorov Smirnov testi ile

bakildiktan sonra normal dagilim gosterenler i¢in gruplar arasi kiyaslamalarda varyans analizi
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ve post-hoc Dunnett testi, normal dagilim goéstermeyenler icin ise kiyaslamalarda Kruskal-
Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasi zamana bagl
degisim i¢in tekrarli Ol¢limlerde varyans analizi, gruplarin kendi i¢inde zamana bagh
degisimlerinde bagimli gruplarda t testi ve Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanildi.
Tanimlayici istatistikler olarak Median (Min-Maks) degerleri ve aritmetik ortalama+tstandart
sapma ve niteliksel veriler i¢in say1 ve yiizdeler verildi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1

p<0.05 olarak secildi.
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BULGULAR

Sicanlarin sag arka ayak pencelerine intradermal olarak FCA injeksiyonu, pengede
belirgin bir inflamatuvar reaksiyon olusturdu. Bu etki 17. giinde belirgindi. Caligmamizda 0.
giinde tek doz FCA injeksiyonunu takiben kontrol (Grup 1) grubuna gore, diger gruplarda
(grup 2, 3, 4, 5, 6) sag pencede adjuvant artritin olusturdugu 6dem, 6zel bir kumpas ile 17.
glinde mikrometrik olarak yapilan 6l¢limde istatistiksel farkin (p<0.05) gosterilmesiyle (Sekil
6, Tablo 1) ortaya konuldu.

Pelargonium sidoidesin olusan adjuvant artrit iizerine etkisini degerlendirmek
amaciyla 17-27. giinler arasinda 2. gruba Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii olan %12’lik
etanol, 3. gruba Pelargonium sidoides 100 mg/kg, 4. gruba Pelargonium sidoides 200 mg/kg,
5. gruba Pelargonium sidoides 500 mg/kg ve 6. gruba pozitif kontrol olarak ibuprofen 100
mg/kg dozunda gavaj yoluyla uygulandi.

Yirmi yedinci glinde 2. grupta (FCA ve %12’lik etanol alan grup) penge 6demi devam
etmekteydi. 27. giinde 2. grup ile tedavi gruplan (3, 4, 5, 6. gruplar)’n1 karsilagtirdigimizda,
grup 4 (200 mg/kg) ve grup 5 (500 mg/kg)’de pence ddeminde istatistiksel olarak anlamli bir
azalmanin oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil 6, Tablo 1). Fakat grup 3 (100 mg/kg) ve grup 6
(ibuprofen 100 mg/kg)’da pence ¢apinda azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak herhangi
bir anlamhilik saptanamamistir. 27. giin ile 17. giindeki penge c¢ap1 degerleri
karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda penge caplarinin degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldig:1 goriildii. Ayrica 27. giinde tiim tedavi gruplart (grup 3, 4, 5, 6)
kendi aralarinda karsilastirildiginda grup 4’te, penge 6demindeki azalmanin istatistiksel olarak

en fazla oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil 6, Tablo 1).
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Tablo 1. Tiim gruplarda pence takipleri ortalamalari (mm)

0. Giin 17. Giin 20. Giin 23. Giin 27. Giin
Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol
Grup 1 5.1+0.23 5.0+0.17 5.1+0.2 4.9+0.20 5.0+0.10 5.0+£0.11 4.9+0.11 4.9+0.07 4.9+0.13 4.8+0.08
Grup 2 5.0+0.28 5.0+0.21 | 5.54+0.18* | 4.7+0.36 5.5+0.12 5.0+0.15 5.6+0.18 5.0+0.20 5.4+0.25 4.8+0.07
Grup 3 4.9+0.20 4.9+0.21 6.0£0.51* 4.8+0.23 5.5+0.12 5.0+0.15 5.5+£0.16 4.8+0.11 5.3£0.14 4.6+0.17
Grup 4 4.6+0.15 4.6+0.22 5.4+0.35* 4.8+0.23 5.4+0.27 4.9+0.31 5.2+0.29 4.6+0.21 | 501036" 1 45+031
Grup5 | 48+0.15 | 4.8+0.18 | 57+023* | 49+0.13 | 5.6+£0.07 | 5.0£0.05 | 52+0.13 | 4.5+0.14 | 510137 | 4.5+0.15
Grup 6 4.7+0.12 4.7+0.19 5.5+0.09* 4.8+0.12 5.540.17 4.9+0.14 5.4+0.17 4.8+0.17 5.2+0.17 4.7+0.17

* p<0.05, 17. giinde grup 1 ile karsilastirma

Tp<0.05, 27. giinde grup 2 ile karsilastirma

ip<0.05, 27. giinde tedavi gruplarinin (grup 3, 4, 5 ve 6) karsilastirilmasi
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Sekil 6. Sag pence takibi

Sol penge Ol¢limlerinde kontrol grubuna goére adjuvant artritin gelisimi ve verilen

tedavilerle etkilesimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Sol pence takibi
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PLAZMA KATALAZ DUZEYLERI

Plazma katalaz diizeyi Olglimleri Cayman’s catalase Ol¢clim kiti kullanilarak

spektrofotometrik yontemle nmol/ml/dk olarak incelendi. Ortalama ve standart sapmalari

hesapland1 (Tablo 1). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-

Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi uygulandi. Gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 8).

Tablo 2. Plazma katalaz diizeyi ortalama ve standart sapmalari

GRUPLAR

1

2

3

4

Ort£SD

234.5£100.8

332.6+£189.8

321.1£231.0

168.5+£167.1

220.1£199.6

233.1£119.8

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

600+

400+

Katalaz (nmol/dk/ml)
N
o
<

Sekil 8. Gruplara gore plazma katalaz diizeylerinin dagilim
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PLAZMA MALONDIALDEHID DUZEYLERI

Plazma

MDA diizeyi

Olgtimler1  Oxis

Research

Olctim  kiti

kullanilarak

spektrofotometrik yontemle mikromolar (uM) olarak degerlendirildi. Ortalama ve standart

sapmalar1 hesaplandi (Tablo 2). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik

Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi uygulandi. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 9).

Tablo 3. Plazma malondialdehid diizeyi ortalama ve standart sapmalari

GRUPLAR

1

2

3

4

5

Ort£SD

3.96+0.86

3.45+0.26

4.08+0.34

4.18+0.50

4.08+0.39

3.84+0.45

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

Sekil 9. Gruplara gore plazma malondialdehid diizeylerinin dagilimi

MDA: Malondialdehid.
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PLAZMA SUPEROKSID DISMUTAZ DUZEYLERI

Plazma SOD diizeyi 6l¢iimleri Cayman’s Superoksid Dismutaz 6l¢tim kiti kullanilarak

spektrofotometrik yontemle unite/mililitre (U/ml) olarak hesaplandi. Sonuglar ortalama ve

standart sapmalar olarak verildi (Tablo 3). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi ve

parametrik varyans analizi uygulandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamadi (Sekil 10).

Tablo 4. Plazma superoksid dismutaz diizeyi ortalama ve standart sapmalari

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6
Ort+SD 15.80+2.65 17.96+4.40 | 17.63+4.24 | 18.60+1.65 16.52+2.51 18.69+1.92
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
25~
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Sekil 10. Gruplara gore plazma superoksid dismutaz diizeylerinin dagilimi

SOD: Superoksid dismutaz.
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PLAZMA GLUTATYON PEROKSIDAZ DUZEYLERI

Plazma GPx diizeyi 6l¢iimleri Cayman’s Glutatyon Peroksidaz 6l¢iim kiti kullanilarak
spektrofotometrik yontemle nmol/dakika/mililitre (nmol/dk/ml) olarak hesaplandi. Ortalama
ve standart sapmalart hesaplandi (Tablo 4). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi.
Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi uygulandi. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 11).

Tablo 5. Plazma glutatyon peroksidaz diizeyi ortalama ve standart sapmalari

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6

Ort+SD 9.99+4.65 13.00+£8.18 | 14.43+7.41 7.00+3.87 7.64+3.30 7.88+5.62

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
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Sekil 11. Gruplara gore plazma glutatyon peroksidaz diizeylerinin dagilimi

GPx Glutatyon peroksidaz.
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PLAZMA GLUTATYON DUZEYLERI

Plazma GSH diizeyi Olclimleri Cayman’s Glutatyon oOlglim kiti kullanilarak

spektrofotometrik yontemle mikromolar (uM) olarak hesaplandi. Sonuglar ortalama ve

standart sapmalar olarak verildi (Tablo 5). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi.

Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi uygulandi. 1. ve 2.

gruplar aras1 anlamli bir fark bulunamadi. 27. giinde 2. gruba goére 3, 4 ve 5. gruplarda

istatistiksel olarak anlamli azalma (p<0.05) oldugu goriildii (Sekil 12).

Tablo 6. Plazma glutatyon diizeyi ortalama ve standart sapmalari

GRUPLAR 1 2 3 4 5

Ort+SD 27.95+18.67 | 24.35£11.81 | 6.65+5.11 8.46+7.52 9.524+6.99

15.95+13.84

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
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Sekil 12. Gruplara gore plazma glutatyon diizeylerinin dagilimi

*p<0.05, 27. giinde 2. gruba gore, Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U test.
GSH: Glutatyon.
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PLAZMA METIiLLENMIS ARGININ TURLERININ DUZEYLERI

Plazma metilenmis arginin

tiirlerinin ~ 6lgiimleri

“high  performance

liquid

chromatography”” (HPLC) cihazinda mikromolar (uM) olarak 6l¢iildii. Ortalama ve standart

sapmalar1 hesaplandi (Tablo 6). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi ve parametrik

varyans analizi uygulandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamadi (Sekil 13).

Tablo 7. Plazma asimetrik dimetilarginin diizeyi ortalama ve standart sapmalar1

GRUPLAR

1

2

3

4

5

Ort£SD

0.37+0.10

0.32+0.08

0.39+0.10

0.35+0.14

0.37+0.11

0.33+0.06

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

o
[X)

ADMA (M)
o
N

\

Sekil 13. Gruplara gore plazma asimetrik dimetilarginin diizeylerinin dagilimi

ADMA: Asimetrik dimetilarginin.
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PLAZMA NITRAT-NITRIT DUZEYLERI

Nitrat ve nitrit tayini Cortes ve Wakid’in tarifledigi spektrofotometrik yonteme gore
nanomol/mililitre (nmol/ml) olarak 6l¢iildii. Ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo
7). Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi ve parametrik varyans analizi, post hoc
Dunnett’s testi uygulandi. 27. giinde kontrol grubuna (grup 1) gore 2. grupta plazma nitrik
oksid diizeyi istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) yiiksek bulundu (Sekil 14). 27. Giinde, 2.
grup ile tedavi gruplart karsilagtinnldiginda (3, 4, 5 ve 6. gruplar) grup 4’te azalma oldugu
saptandi (Sekil 14).

Tablo 8. Plazma nitrik oksid diizeyi ortalama ve standart sapmalar

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6

Ort+SD 0.94+0.23 1.87£1.02 2.27+0.77 1.31+0.33 2.04+0.84 1.67+0.52

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
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Sekil 14. Gruplara gore plazma nitrik oksid diizeylerinin dagilim
NO: Nitrik oksit
*p<0.05, 27. giinde kontrol grubu (Grup 1) gore, grup 2’ye gore varyans analizi, post hoc Dunnett’s

test.
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HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

Sicanlarin sag arka ayak pengelerinin histopatolojik incelemelerinde 40’11k biiylitmede
5 alan incelendi. Vaskiiler yapilar sayild1 ve ortalamalar1 alindi. 27. giinde median degerleri
grup 1 (kontrol)’ e gore grup 2’de istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). 2.
grup ile 3, 4, 5 ve 6. gruplar arasinda anlaml1 bir farklilik bulunamadi. Tedavi gruplart (3, 4, 5
ve 6. gruplar) kendi aralarinda karsilastirildiginda 4. gruptaki vaskiiler proliferasyon sayisi

anlamli derecede diisiiktii (p<0.05) (Sekil 15).

25-
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Sekil 15. Gruplara gore vaskiiler proliferasyon median degerleri
*p<0.05, 27. giinde kontrol grubuna (grup 1) gore, Tp<0.05 grup 3, 4, 5, 6’ ya gdre varyans analizi,

post hoc Dunnett’s test.

Sicanlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde 27. giinde grup 1 (kontrol
grubu) hayvanlarda sinovyal proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %62.5 goriiliirken; 3.
grupta %25, 4. grupta %12.5, 5. grupta %62.5 ve 6. grupta %66.6 oraninda sinovyal
proliferasyon goriildii. Sinovyal proliferasyon grup 2 ile karsilastirildiginda en az grup 4’te

goriildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Gruplara gore sinovyal proliferasyon % degerleri

Yirmi yedinci giinde si¢anlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde grup 1
(kontrol grubu) hayvanlarda graniiloma rastlanmadi. Grup 2’nin %62.5’inde graniilom
goriiliirken, tedavi gruplarindan grup 3’tin %62.5’inde, grup 4’iin %25’inde, grup 5’in
%87.5’inde, grup 6’nin %37.5’inde graniilom goriildii. Graniilom yiizde olarak grup 2 ile
karsilastirildiginda en az grup 4’te goriildii (Sekil 17).
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Sekil 17. Gruplara gore graniilom % degerleri

Yirmi yedinci giinde sicanlarin sag arka ayak pencelerinin histopatolojik
incelemelerinde grup 1’deki (kontrol grubu) hayvanlarda mononiikleer inflamasyona
rastlanmadi. Grup 2 de %12.5 orta, %87.5 siddetli mononiikleer inflamasyon goriiliirken;

tedavi gruplarindan grup 3’te %12.5 orta, %87.5 siddetli; grup 4’te %12.5 zayif, %37.5 orta,
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%50 siddetli; grup 5’te %12.5 orta, %87.5 siddetli; grup 6’da % 16.6 zayif, %16.6 orta,
%66.6 siddetli inflamasyon goriildii (Sekil 18).
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Sekil 18. Gruplara gore mononiikleer inflamasyonun zayif-orta-siddetli olarak %

degerleri

Sicanlarin sol penge histopatolojik incelemelerinde kontrolle denekler arasinda anlaml
bir farklilik bulunamamustir. Histopatolojik olarak saglikli (grup 1) (Sekil 19, 20) ve patolojik
(grup 2) (Sekil 21, 22, 23, 24, 25) doku 6rnekleri asagida verilmistir.

Sekil 19. Inflamasyon ve vaskiiler proliferasyon icermeyen saglhikh kontrol dokusu

(HEx12.5)
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Sekil 21. Siddeli lezyon olan bir dokuda goriilen prolifere damarlar (HEx200)
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Sekil 22. Siddetli lezyon olan bir dokuda goriilen yogun mononiikleer inflamasyon, sol
kenarda 1 biiyiik, 2 kiiciik granulom yapisi, sag iistte tendon aponérozu
(HEx50)

Sekil 23. Periartikiiler alandaki vaskiiler proliferasyona eslik eden sinovya
proliferasyonu (HEx100)
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Sekil 25. Periartikiiler dokuda belirgin 6dem (HEx50)
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TARTISMA

Romatoid artrit, periferik sinovyal eklemleri simetrik sekilde tutan, bazen belirgin
sekilde eklem dis1 tutulumun da eslik ettigi kronik ve multisistemik bir hastaliktir. Inflamatuar
artritler arasinda en sik goriileni RA’dir. Eklem tutulumu, sekil bozuklugu yaparak zaman
icinde 6nemli sakatliklara yol agabilmektedir. Diinyada tiim irklarda goriilebilen bir hastalik
olup, daha cok kadinlar etkiler. Kadin/erkek orani 3/1°dir. En sik 30-50 yaslar1 arasinda
goriiliir. Degisik popiilasyonlarda prevelansi %0.5 ile %1 arasinda degismektedir (1,5).

Romatoid artritin tedavisini arastirmak i¢in bir¢ok deneysel artrit modeli
gelistirilmistir. Bunlardan biri FCA’nin si¢an pengesine injeksiyonuyla olusturulan adjuvant
artrittir ve RA modeli olarak siklikla kullanilmaktadir (15). Bir adjuvant (parafin yagi) ile
giiclendirilmis bir antijene (mikobakteri kapsiiliindeki) kars1 immiinolojik yanit olarak gelisir.
Hiicresel immiin yanitla olusur ve histopatolojik goriiniimii RA ile olduk¢a benzerdir.

Calismamizda adjuvant artrit olugturmak amaciyla 0. giinde tek doz intradermal 0.1 ml
FCA injeksiyonu uygulandi. Bunu takiben 17. giin 6zel bir kumpas ile mikrometrik olarak
yapilan 6l¢iimde, FCA uygulanan tiim gruplarda sag ve sol pencede adjuvant artritin
olusturdugu 6dem degerlendirildi. Kontrol (grup 1) grubuna gore, diger gruplarin sag penge
capinda istatistiksel olarak anlamli artis (p<<0.05) oldugu goriildii. Bu bulgumuz adjuvant artrit
modelini bagar1 ile gergeklestirdigimizin gostergesidir. Sol pengelerde istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmedi.

Prostaglandin sentez inhibisyonuyla etkilerini gosteren nonsteroid
antiinflamatuvarlarin, sicanlarda olusturulan adjuvant artritte pengedeki agri, 6dem, eritem

gibi inflamatuvar parametreleri azalttifi yapilan caligmalar ile belirlenmistir (68,69).
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Ibuprofen artrit tedavisinde siklikla kullanilan bir nonsteroid antiinflamatuvardir.
Bizim caligmamizda ibuprofen, pelargonium sidoidesin adjuvant artritte inflamasyondaki
etkisini kargilagtirmak i¢in kullanildi. Calismamiz Pelargonium sidoidesin siganlarda deneysel
olarak olusturulan artrit modelinde etkilerini incelemek amaciyla yapilmistir ve literatiirde
hayvanlarda olusturulan deneysel artrit modelinde Pelargonium sidoidesin etkisinin
incelendigi ilk ¢caligmadir.

Calismamizda olusturdugumuz adjuvant artritin tedavisine 17. giin basland1 ve 27.
giine kadar devam edildi. Pelargonium sidoidesin 100 mg/kg 200 mg/kg 500 mg/kg dozlarinin
uygulandigi 3, 4, 5. gruplarin ve ibuprofen uygulanan 6. grubun 27. giin ile 17. giindeki penge
cap1 degerleri karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda penge caplarimin degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 goriildii. 1 ve 2. gruplarin 27. giin ile 17. giindeki
penge ¢ap1 degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptandi. 27. glinde 2. gruba gore, 3.
(100 mg/kg) ve 6. (ibuprofen) gruplarda penge 6deminde azalma goriilmesine ragmen,
istatistiksel olarak anlamli degisim gozlenmedi. 4. (200 mg/kg) ve 5. (500 mg/kg) gruplarda
ise 2. gruba gore pence 0deminde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii
(p<0.05). Pelargonium sidoidesin 200mg/kg ve 500mg/kg dozlarimin uygulandig:r 4 ve 5.
gruplarda pence 6demindeki azalmanin anlamli olmasi, Pelargonium sidoidesin adjuvant
artritteki inflamasyonda etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Romatoid artrit bulgularin1 degerlendirmek amaciyla ¢aligmamizin sonunda si¢anlarin
pengelerini histopatolojik olarak inceledik. 27. giinde vaskiiler proliferasyon sayilarinin
median degerleri grup 1 (kontrol)’ e gore grup 2’de istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksekti (p<0.05). 2. grup ile 3, 4, 5 ve 6. gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi.
Tedavi gruplar (3, 4, 5 ve 6. gruplar) kendi aralarinda karsilastirildiginda 4. gruptaki vaskiiler
proliferasyon sayist anlamli derecede diistiktii (p<0.05).

Diger artrit bulgularina baktigimizda sinovyal proliferasyon % 12.5 ile en az 4. grupta
goriildii. Sicanlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde 27. giinde grup 1 (kontrol
grubu) hayvanlarda sinovyal proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %62.5 goriiliirken; 3.
grupta %25, 4. grupta %12.5, 5. grupta %62.5 ve 6. grupta % 66.6 oraninda sinovyal
proliferasyon goriildii. Sinovyal proliferasyon grup 2 ile karsilastirildiginda en az grup 4’te
goriildii. 27. giinde siganlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde grup 1 (kontrol
grubu) hayvanlarda graniiloma rastlanmadi. Grup 2’nin %62.5’inde graniilom goriiliirken,
tedavi gruplarindan grup 3’lin %62.5’inde, grup 4’iin %25’inde, grup 5’in %87.5’inde, grup
6’nin %37.5’inde graniilom goriildi. Graniilom yiizde olarak grup 2 ile karsilagtirildiginda en

az grup 4’te goriildii. 27. giinde siganlarin sag arka ayak pencelerinin histopatolojik
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incelemelerinde grup 1°deki (kontrol grubu) hayvanlarda mononiikleer inflamasyona
rastlanmadi. Grup 2 de %]12.5 orta, %87.5 siddetli mononiikleer inflamasyon goriiliirken;
tedavi gruplarindan grup 3’te %12.5 orta, %87.5 siddetli; grup 4’te %12.5 zayif, %37.5 orta,
%50 siddetli; grup 5’te %12.5 orta, %87.5 siddetli; grup 6’da % 16.6 zayif, %16.6 orta,
%66.6 siddetli inflamasyon goriildii. Tedavi gruplari, Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisiiniin
verildigi 2. grup ile karsilastirildiginda sinovyal proliferasyon, graniilom ve mononiikleer
inflamasyon en az 4. grup (200 mg/kg)’da goriildii. Bu da pence ¢apinda oldugu gibi, en etkili
dozun 200 mg/kg yani 4. grubun oldugunu gostermistir.

Gliney Afrika geleneksel tibbinda kullanilan Pelargonium sidoides kok ekstresinin
tiilberkiiloz, akut bronsit, farenjit gibi hastaliklarda sik¢a kullanilmasi ve belirgin bir etki
gostermesi sebebiyle ekstre ilizerinde antibakteriyel ve immiinomodiilator etki caligmalari
yapilmistir (51,53,54). Solunum yolu infeksiyonlarinda orta dereceli antibakteriyel etkiye
sahip oldugu ve imunomodiilator etkileri ile antiviral savunma aktivasyonu sagladig1 yapilan
caligmalar ile kanitlanmustir (51,52). Cok 1iyi tolere edilebilirligi ve nadir goriinen yan etkiler
bliylik bir giivenlik calismasi ile dogrulanmistir (64). Pelargonium sidoidesin etki
mekanizmasini incelemek icin yapilan diger caligsmalarda interferon sentezini modiile ettigi ve
proinflamatuvar  sitokinlerin ~ salimimini  arttirdigi  gorilmistir  (53,54,65). Ayrica
immiinomodiilator etkisi ile TNF aktivasyonunda da etkili oldugu tespit edilmistir (53).
Adewusi ve Afolayan (70) Pelargonium reniformenin kok ve yapraklarinin antibakteriyel
antifungal ve antioksidatif etkilerini incelemisler, iyi antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu, bunun karaciger hastaliklarinin tedavisinde geleneksel kullanimi
dogruladigini bulmuglardir.

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda serbest radikallerin RA’nin patogenezinde rol
oynadigr yoniinde bulgular elde edilmistir. Normal sinovyal sivida mononiikleer hiicre
hakimiyeti vardir. RA’li sinovyal sivida ise baskin hiicre olan polimorfoniikleer
l6kositlerlerde, fagositoz esnasinda siliperoksid anyonlart meydana gelmekte ve bu anyonlar
bag dokusu elemanlar1 {izerine zararli etkiler olusturmaktadir (71). Serbest radikaller;
yapilarinda tek sayida elektron igeren, agik elektron kabugu konfigilirasyonuna sahip atom
veya molekiillerdir. Diger bir tanimlama ile; yapilarinda eslesmemis elektron bulunduran
atom veya bilesikler serbest radikal olarak tamimlanir. Eksojen kaynaklari arasinda stres,
infeksiyonlar, ila¢ zehirlenmeleri, radyasyon, sigara dumani, hiperbarik oksijen, metal
iyonlari, asbest lifleri, ozon, karbonmonoksit, silika ve aflatoksin B1 sayilabilir (20).

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller

olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)
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meydana getirirler. Notralize edilemeyen serbest radikaller, hiicre membraninda lipid ve
proteinleri yok ederek, DNA’da kirilma ve mutasyonlara yol acar ve viicutta ciddi hasar
olusturabilirler (17-19).

Serbest radikaller, organizmada en sik olarak lipid yapilarla olusur. Lipidler serbest
radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iirlinlere de
doniigebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen iiriin aldehid grubundan MDA’dir (22). Yapilan
bircok c¢aligmada plazma MDA diizeyi RA’li hastalarda saglikli kontrollere gore yiiksek
bulunmustur (72,73). Kajanachumpol ve ark. (74) ise MDA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli fark bulamamislardir. Tastekin ve ark. (15) yaptig1 calismada adjuvant artritli
sicanlarda plazma MDA diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore arttifini gérmiislerdir.
Bizim ¢alismamizda MDA degerleri karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 goriildii.

Antioksidanlar canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA igeriginin
oksidasyonunu Onleyebilir ya da geciktirebilirler. Antioksidan savunma; radikal iiretiminin
Oonlenmesi, iiretilmis radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre hasarinin onarilmasi, sekonder
radikal treten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin
artirllmasi yollariyla gergeklesir (18,24). Antioksidanlar endojen kaynakli ve ekzojen kaynakl
olarak baslica 2 ana gruba ayrilmaktadir. CAT, SOD, GPx endojen kaynakli enzimsel
antioksidanlardir. GSH ise enzimatik olmayan ve sivi fazda bulunan bir antioksidandir.

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Hidrojen
peroksidi suya ve oksijene parcalar (17,22). Calismamizda plazma CAT diizeylerine
baktigimizda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi goriildii. Akdogan ve ark. (71)
RA’l1 ve osteoartrozlu hastalarda SOD, Gpx ve CAT enzim diizeylerini incelemisler, saglikli
kontrol grubu ile RA’llr grup CAT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulamamuslardir.

Stiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD normal metabolizma sirasinda
iiretilen siiperoksitin intraselliiler seviyesinin diisiik tutulmasini saglar (22). Ozellikle diger
antioksidan enzimlerin aktiviteleri azaldiginda s6z konusu SOD enziminin aktivitesinin arttig1
gosterilmistir (26). Kocabag ve ark. (73) RA’li hastalarda MDA ve SOD degerlerine

bakmiglar, plazma SOD seviyelerinde anlamli bir fark bulamazken, eritrosit SOD
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diizeylerinde kontrollere gore anlamli bir artis oldugunu gormislerdir. Karatag ve ark.
(72)’nin yaptig1 ¢alismada ise eritrosit SOD degerleri RA’l1 hastalarda anlamli sekilde diisiik
bulmustur. Calismamizda plazma SOD diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamadi.

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, tetramerik yapida olup, 4 selenyum atomu
icerir. Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GPx fagositoz yapan
hiicrelerin solunum patlamasi1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu nedeniyle zarar
gormelerini engeller. Eritrositlerde de, oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPx
aktivitesindeki azalma hidrojen peroksit artisina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (22).
RA’I1 hastalarda bir¢ok ¢alismada GPx diizeylerine bakilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir.
Karatag ve ark. (72)’nin yaptig1 ¢calismada RA’l1 hastalarda eritrosit GPx degerleri anlamh
derecede diisiik bulunurken, Surapneni ve Gopan (75) yiiksek bulmustur. Kerimova ve ark.
(76)’nin yaptig1 ¢aligmada ise GPx diizeylerinde anlamli bir fark bulunamamaistir. Tastekin ve
ark. (15)’nin yaptig1 calismada ise adjuvant artritli sicanlarda GPx degerlerinin kontrol
grubuna gore diisiik oldugunu, fakat diklofenak tedavisi uyguladiklar1 grupta yiiksek
oldugunu gormiislerdir. Bizim ¢alismamizda GPx diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi.

Glutatyon karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir.
Cok onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. GSH eritrositleri, 16kositleri ve géz lensini oksidatif strese karsi
korumada hayati dneme sahiptir (22). Surapneni ve Gopan (75), eritrosit GSH diizeylerini
karsilastirmis ve RA’l1 hastalarda kontrol grubuna gore anlamhi derecede diisiik bulmustur.
Tastekin ve ark. (15) adjuvant artritli siganlarda GSH diizeylerinin saglikli kontrol grubuna
gore diisiik oldugunu bulmugslardir. Ayrica diklofenak tedavisi uyguladiklar1 adjuvant artritli
siganlar1 hicbir tedavi uygulamadiklar: artrit grubu ile karsilastirdiklarinda, GSH diizeyleri
arasinda anlamli bir fark olmadigini gérmiislerdir. Calismamizda plazma GSH diizeylerine
baktigimizda, 1. ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Fakat
Pelargonium sidoidesin dozlarinin (100/200/500 mg/kg) uygulandigi 3, 4 ve 5. gruplarda
GSH seviyesinin 2. gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriildii.

Nitrik oksit hem fizyolojik hem patofizyolojik siireglerde 6nemli role sahip bir serbest
radikaldir. NO’nun SOD enzimiyle yarigmaya girmesi ve siiperoksit radikaliyle etkilesmesi
sonucu peroksinitrit olusur. Boylece NO’nun fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi
ortaya ¢ikar. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararli etkileri vardir ve azot dioksit,

hidroksil radikali, nitronyum iyonu gibi toksik tiriinlere doniisiir (17).
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Nitrik oksit muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu
sonucu L-arjinin ve oksijenden, NOS etkisiyle sentezlenir (17). NO sentezinin insanda
vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi, kan basinci ve bobrek fonksiyonunun
kontroliinde kesin bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalar
NO'nun eklem enflamasyonu ve doku hasar1 patogenezinde de onemli rol oynadigini
gostermistir. Artmis serum nitrit-nitrat diizeyi artmus NO diizeyini yansitir. RA'l1 hastalarda
nitrit-nitratin serum ve idrardaki diizeyinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Farrell ve ark.
(77)nin galismasinda RA'li hastalarda serum nitrit konsantrasyonu osteoartritli hastalardan
daha yiiksek bulunmustur. Bazi ¢alismalarda da aktif RA’l1 olan hastalarda remisyondakilere
gore 6nemli derecede artmig serum nitrit nitrat diizeyleri tespit edilmistir (78-82).

Adjuvant artitli siganlarda idrarda nitrat atiliminin, saglikli kontrollere gore 3 kat daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (83). Bu sicanlarda yapisal NOS aktivitesiyle paralellik gosteren
cGMP'nin iriner diizeyinin yiiksek olmayigi yiiksek {iriner nitrat diizeyinin iNOS
aktivasyonuna bagli oldugunu gostermektedir (84,85). Calismamizda kontrol grubu (grup
1)’na gore 2. grubun nitrik oksit diizeylerinde anlamli artis oldugu goériildii. Bu bulgumuz,
yapilan pek ¢ok calismada (77-82) gosterilen, RA'l1 hastalarda serum nitrit konsantrasyonunu
yiiksek bulduklar1 ¢calismalarla uyumludur. Ayrica, Turhanoglu ve ark. (78) yaptiklari, RA’l1
hastalarda serum nitrit ve nitrat diizeyi ve hastalik aktivitesiyle iliskisi isimli ¢alismada
NO’nun hastaligin siddetiyle iliskili olarak yiikseldigini bulmuslardir. 2. grubun degerleri ile
3,4, 5 ve 6. gruplarin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.

Metillenmis arginin tiirevleri ilk olarak 1970 yilinda Kakimoto ve ark. (29) tarafindan
insan idrarinda tespit edilmistir. ADMA, NOS izoformlarinin endojen inhibitorii olarak
tanimlanmistir (30,31). Asimetrik dimetilarginin, arginin rezidiilerinin metillenmesi esnasinda
PRMT (protein arginin metil transferaz) enzimi tarafindan sentezlenir. Metil arginin tiirevleri
olustuklar1 zaman artik proteinlerin yapisina giremezler ve organizmada demetillenemezler.
Gilinde 300 pmol ADMA olusmaktadir; 250 pmol’u DDAH enzimi tarafindan sitriilin ve
dimetilamin’e doniistliriilmekte, kalan 50 pmol’u bobreklerden degismeden atilmaktadir
(35,36). DDAH’in 2 formu bulunmaktadir. DDAH-1 daha ¢ok nNOS igeren dokularda,
DDAH-2 ise eNOS ya da iNOS enzimini iceren dokularda bulunur.

Biyokimyasal olarak DDAH’in inhibisyonu ADMA’y1 artirirken NO {retimini
azaltmaktadir. DDAH baslica, endotel hiicreleri, beyin, pankreas gibi pek c¢ok organda
bulunur. Bir¢ok ¢alismada ADMA birikimi, azalmis DDAH aktivitesi ile birlikte
goriilmektedir. DDAH metabolizmasinda bozukluk ADMA birikimine neden olur. Sisteinden
indirgenen SH grubu DDAH aktivitesi i¢in dnemlidir. Bu enzim oksidatif strese duyarlidir.
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Oksidatif stres, endotel hiicrelerinde artmis PRMT-1 ekspresyonuyla serbest oksijen tiirleri
aciga c¢ikararak ADMA olusumunu uyarabilir (38). Endotel disfonksiyonu icin ADMA risk
faktorii olarak goriilebilir. Plazma ADMA diizeylerinin, ateroskleroz, konjestif kalp
yetmezligi, hipertansiyon, preeklampsi, erektil disfonksiyon ve bir ¢ok kardiyovaskiiler
hastalikta arttig1 gosterilmistir (39). Sar1 ve ark. (86) ankilozan spondilit hastalarinda ADMA
seviyelerinin saglikli kontrol grubuna gore artmis oldugunu bulmuslardir. Turiel ve ark. (87)
yaptiklar1 calismada, RA hastalarinda saglikli kontrollere gore plazma ADMA diizeylerinin
artmis oldugunu gdérmiislerdir. Kemény-Beke ve ark. (88) ankilozan spondilitli hastalarin
serum ADMA diizeylerini osteoartritli hastalara gore yiiksek bulmuslardir. Bizim
calismamizda ADMA diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi.

Sonu¢ olarak, FCA’nin si¢anlarin sag arka ayak pencelerine uygulanmasi ile
olusturulan adjuvant artrit modelinde, Pelargonium tiirlerinden bazilarinda deneysel
caligmalar ile kanitlanmis olan antioksidan etkinin, bizim ¢alistigimiz Pelargonium sidoideste
bulunmadigini; fakat artritin inflamatuvar belirtilerine 6zellikle 200 mg/kg dozunda etkili
oldugunu soyleyebiliriz. Antioksidan ve antiinflamatuvar etkinin degerlendirilmesi i¢in daha
kapsamli ¢alismalarin yapilmasi Pelargonium sidoidesin etki mekanizmasini agiklamak

yoniinde faydali olabilecektir.
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SONUCLAR

Calismamizda sicanlarin sag arka ayak pengelerine FCA’nin intradermal olarak tek
doz verilmesiyle olusturdugumuz adjuvant artritte Pelargonium sidoidesin etkilerini inceledik.
Incelemeler sonucunda elde edilen veriler asagidaki gibidir;

1. FCA uygulamasindan sonraki 17. glinde tiim gruplarda sag ve sol pencede adjuvant
artritin olusturdugu 6dem degerlendirildi. Kontrol (grup 1) grubuna gore, diger
gruplarin sag penge ¢apinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii. Bu
bulgumuz adjuvant artrit modelini basar1 ile gerceklestirdigimizin gostergesidir.

2. Sol pengeler kontrol grubu (1. grup) ile karsilastirildiginda penge caplari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi.

3. FCA uygulamasindan sonraki 27. giinde sag arka ayak penge caplari, 17. giindeki
degerleri ile karsilastirildiginda higbir islem uygulanmayan saglikli kontrol grubunun
(1. grup) ve sadece FCA sonrasi Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii olan %12’lik
etanoliin uygulanan 2. grubun degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisme
olmadig gorildii.

4. Pelargonium sidoidesin 100 mg/kg 200 mg/kg 500 mg/kg dozlarinin uygulandig: 3, 4,
5. gruplarin ve ibuprofen uygulanan 6. grubun 27. giin ile 17. giindeki pence cap1
degerleri karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda penge caplarinin degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 goriildii.

5. 27. glinde 2. grup ile, tedavi gruplar (3, 4, 5, 6. gruplar)’n1 karsilastirdigimizda, grup 4
(200 mg/kg) ve grup 5 (500 mg/kg)’de pence 6deminde istatistiksel olarak anlamli bir

azalmanin oldugu saptandi.
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6. 27. giinde 2. grup ile, tedavi gruplar1 (3, 4, 5, 6. gruplar)’n1 karsilastirdigimizda, grup 3
(100 mg/kg) ve grup 6 (ibuprofen 100 mg/kg)’da penge ¢apinda azalma olmasina
ragmen istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik saptanamada.

7. 27. glinde tiim tedavi gruplart (grup 3, 4, 5, 6) kendi aralarinda karsilagtirildiginda
Pelargonium sidoidesin 200 mg/kg dozunda verildigi grup 4’te, pence 6demindeki
azalmanin istatistiksel olarak en fazla oldugu goriildii.

8. Pelargonium sidoides uygulanan tiim dozlarda adjuvant artrit iizerine antiinflamatuvar
etki gosterek pence ¢ap1 degerlerini azaltmstir.

9. Pelargonium sidoides adjuvant artritin histopatolojik bulgularindan olan vaskiiler
proliferasyon, sinovyal proliferasyon, graniilom ve mononiikleer inflamasyon
bulgularini azaltmistir ve en etkili doz 200 mg/kg olarak kullandigimiz dozdur.

10. Pelargonium sidoides uygulanan tiim dozlarinda oksidatif stres iizerine olumlu bir etki
gosterememistir.

Sonuglar Pelargonium sidoidesin deneysel adjuvant artrit modelinde penge ¢ap1
Olcimleri ve histopatolojik veriler dogrultusunda antiinflamatuvar etkisinin oldugunu
gostermektedir. Fakat oksidatif stres lizerine anlamli sonuglar bulunamamistir. Bu konuda

daha kapsamli ve ayrintili arastirmalar yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Calismamizda Pelargonium sidoidesin siganlarda deneysel olarak olusturulan adjuvant
artrit modelindeki etkisi incelendi. Her grupta 8 sican olacak sekilde 6 grup olusturuldu. 1.
grup kontrol grubu olarak ayrildi ve diger gruplarin sag arka pencelerine 0.1 ml tek doz
intradermal Freund’s Complete Adjuvant verilerek artrit olusturuldu. 17-27. giinler arast; 2.
gruba %12’lik etanol; 3, 4 ve 5. gruplara sirasiyla Pelargonium sidoidesin 100-200-500 mg/kg
dozlar1, 6. gruba 100 mg/kg dozunda ibuprofen uygulandi. inflamatuvar reaksiyon 0, 17, 20,
23 ve 27. giinlerde 6zel kumpas ile olgiildii. 27. giinde intrakardiyak olarak kanlar alindi ve
patolojik inceleme igin arka ayak eklemleri ¢ikarildi. Plazmada siiperoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz enzimleri, malondialdehid, glutatyon, nitrit-nitrat ve asimetrik
dimetilarginin diizeyleri 6l¢iildii ve eklemler histopatolojik olarak incelendi.

Freund’s Complete Adjuvant uygulamasindan sonraki 27. giinde sag penge caplari, 17.
giindeki degerleri ile karsilastirildiginda 1. ve 2. grubun degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml bir degisme olmadig1 goriildii. 3, 4, 5 ve 6. gruplarin 27. giin ile 17. giindeki pence
capt degerleri karsilastirildiginda degerlerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi
goriildii. 27. giinde 2. grup ile 3, 4, 5, 6. gruplar karsilastirildiginda, grup 4 ve grup 5°de penge
O0deminde istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu saptandi.

Pelargonium sidoides uygulanan tiim dozlarda adjuvant artrit iizerine antiinflamatuvar
etki gosterek pence capi degerlerini ve adjuvant artritin histopatolojik bulgularindan olan

vaskiiler proliferasyon, sinovyal proliferasyon, granilom ve mononiikleer inflamasyon
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bulgularini azaltmistir ve en etkili doz 200 mg/kg olarak bulunmustur. Pelargonium sidoides

uygulanan tiim dozlarinda oksidatif stres iizerine olumlu bir etki gésterememistir.

Anahtar sozciikler: Adjuvant artrit, ibuprofen, oksidatif stres, Pelargonium sidoides,

romatoid artrit
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THE EFFECT OF PELARGONIUM SIDOIDES
ON THE ADJUVANT ARTHRITIS

SUMMARY

In our study we observed the effects of Pelargonium sidoides on experimentally
induced adjuvant arthritis model in rats. We divided them into 6 groups and every group was
consisted of 8§ rats. The first group was known as a control group and, we formed adjuvant
arthritis to the other groups by injected 0.1 ml single dose Freund’s Complete Adjuvant
solution their back right paws. Among the 17th and 27th days; second group was given %12
ethanol, 3, 4, 5th groups were given respectively Pelargonium sidoides 100-200-500 mg/kg
doses, 6th group was given 100 mg/kg dose ibuprofen for the treatment. Inflamatory reaction
was measured on days 0, 17, 20, 23 and 27th with special callipers. At the end of the
experiment, the rats’ blood was taken from heart and for the pathological investigation the
back leg joints were taken out. In plasma superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase enzymes, malondialdehyde, glutathione, nitrite-nitrate and asymmetric
dimethylarginine levels were measured and their joints were investigated histopathologically.

In 27th day, after Freund’s Complete Adjuvant application right paw diameters
weren’t different among the 1st and 2nd groups’ values when compared to 17th days’ results.
On 27th day 3, 4, 5 and 6th groups’ paw diameter results were decreased statistically when

compared to 17th day.

63



Pelargonium sidoides decreased paw diameter values and adjuvant arthritis’s
histopathological symptoms which are vascular proliferation, synovial proliferation, granulom
and mononuclear inflammation at all the doses and the most efficient dose has been found 200

mg/kg. Pelargonium sidoides couldn’t show positive effect on oxidative stress at all doses.

Keywords: Adjuvant arthritis, ibuprofen, oxidative stress, Pelargonium sidoides,

rheumatoid arthritis
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