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MULTIPLE SKLEROZ HASTALARINDA OKSIDATIF STRESIN
DEGERLENDIRILMESI
OZET

Multiple Skleroz (MS), santral sinir sisteminin bir hastaligi olup; kronik
inflamatuvar seyreden bir siiregtir. Genellikle geng bireylerde goriilen, 6nemli sorunlara ve is
giicii kaybina neden olan, ilerleyici bir hastahiktir. MS patofizyolojisi tam olarak
aydinlatilamamakla beraber oksidatif stresin bu siirecte rol oynadig1 bilinmektedir. MS

hastalar1 oksidatif hasara saglikli kisilere gore daha duyarlidir. Diger yandan TAS (total

antioksidan seviye) seviyelerinin kontrollere gore azaldigi bilinmektedir.

Bu c¢alismada amacimiz, MS hastalarinda, antioksidan enzimler olan
Paraoksonaz (PON), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPX) ve
oksidatif stresi gosteren Malondialdehit (MDA), Protein Karbonil (PC) ve Nitrik Oksit
(NO) diizeylerinin hastaligin etiyopatogenezine katkida bulunup bulunmadigini
incelemektir. Bu amagla calismaya Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Noroloji poliklinigine bagvuran ve MS tanist alan 30 hasta ve 30 saglikli goniilli dahil
edildi. Serum SOD, GPX, MDA, PC ve NO diizeyleri spektrofotometrik yontemle PON

seviyesi ise ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir.

Calismamizda MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum PON,
SOD, MDA ve NO diizeyleri MS grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu
ve bu fark istatistiksel olarak anlamli idi. Ancak bireylerin GSH-Px ve PC diizeylerinin

MS ve kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel agidan anlamli bulunamadi.

Calismamiz sonuglara goére MS’li hastalarda MDA ve NO gibi oksidatif stres
parametrelerin yiiksek oldugu goriilmiis ve oksidatif stresin MS etiyopatogenezine katki
saglayabilecegi diisliniilmiistiir. PON ve SOD gibi antioksidan parametrelerde goriilen
artls ise artmis oksidatif strese karsi olusan adaptasyon mekanizmasi olabilecegini akla

getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Skleroz, Siiperoksit Dismutaz, Nitrik Oksit,

Glutatyon Peroksidaz.



THE EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS IN THE PATIENTS MULTIPLE
SCLEROSIS

ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a central nervous system disease which process as
chronic inflammation. Also, it is a progressive disease which is usually seen among
young individuals and causes significant problems andloss of the capability to work.
Even though MS pathophysiology cannot be clarified precisely, it is known that
oxidative stress has a role within this process. In comparison to healthy people, the
patients with MS are more sensitive to oxidative damages. According to the
examinations, it is also known that total antioxidant levels (TAS) decrease.

The aim of this study is to investigate whether the antioxidant enzymes such as
Paraoxonase (PON), Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GPX) as
well as Malondialdehyde (MDA), Protein Carbonyl (PC), Nitric Oxide (NO) levels,
which point out oxidative stress, make contribution to aetiopathogenesis of the disease.
For this purpose, besides the 30 healthy volunteers, the 30 patients having applied to
Gaziosmanpasa University Hospital, Neurology Department and having been diagnosed
as MS were included in this study. The serum levels of SOD, GPX, MDA, PC and NO
were determined by the spectrophotometric method and PON levels were measured by
ELISA method.

In the study, when the patient and the control groups were compared, the serum
levels of PON, SOD, MDA and NO were found to be higherin the MS group than in the
control group; also, this difference was statistically significant. However, in terms of the
GSH-Px and PC levels, the difference between the groups was not statistically
significant.

As a result of the study, it was found that the oxidative stress parameters such as
MDA and NO were high in the patients with MS. Therefore, it can be thought that
oxidative stress may contribute to MS aetiopathogenesis. Regarding the increased in the
antioxidant parameters such as PON and SOD, it can be suggested that an adaptation
mechanism developing against the escalating oxidative stress is possible.

Keywords: Multiple Sclerosis, Superoxide Dismutase, Nitric Oxide, Glutathione
Peroxidase.
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin en sik goriilen
hastaligidir. Genellikle geng bireylerde goriilen, onemli sorunlara ve is giicii kaybina
neden olan, ilerleyici bir hastaliktir (Gilroy, 2002). 1868 yilinda Paris {iniversitesi
noroloji profesorii Jean-Martin Charcot daha 6nce gormedigi bir vakaya rastlamis ve
bunun iizerine diger hastalariyla karsilastirma yapmustir ve calismalariyla plaklari
saptamistir. Bu plaklara 'sclerose en plaques' (plak sklerozu) denmistir (Erciyes Tip
Dergisi, 2002).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, hem genetik hem de c¢evresel faktorlerin MS
gelisimine katkida bulundugunu gosterse de heniiz bu faktorlerin hastaligi baglatmadaki
rolleri tam olarak agikliga kavugmamistir (Ebers, 1983). MS’in goriilme siklig1 diinya
tizerinde degisik cografya ve iklimlerde degisimler gosterir (Erciyes Tip Dergisi, 2002).
MS 40 yasin altinda olan yetigkinlerde en sik goriilen hastaliklardan biridir. Kadinlarda
erkeklere oranla daha sik goriilmektedir. Cocuklarda ise daha az goriilmekte olup en
yiiksek goriilme sikligi 30-35 yas araligidir (Ropper ve ark., 2006).

Serbest radikaller en digtaki atomun ydriingesinde bir veya birden fazla gift
olusturmamis elektron iceren yiiksek enerjili, dengeli olmayan molekiillerdir.
Ciftlenmemis elektronlar, serbest radikallere reaktiflik kazandirarak bir¢cok biyolojik
maddeye zarar vermektedir. Oksijen radikalleri birgok enzimatik reaksiyonun ve
biyolojik fonksiyonlarin olusmasi igin gerekli molekiillerdir (Diplock, 1998). Serbest
radikallerin yapimindaki artis ve meydana getirdigi hasart onlemek icin viicudun
savunma mekanizmalar1 olarak goérevli elemanlar “antioksidanlar’’olarak adlandirilir
(Buga ve ark., 1989).

SOD enzimi 6zellikle siiperoksit radikallerine kars1 dnemli bir savunma saglayan
antioksidan enzimdir. Antioksidan sistemdeki gorevi siiperoksit radikalini hidrojen
peroksite doniistiirmektir (Zejnilovic ve ark.,2009). Glutatyon peroksidazlar hidrojen
peroksit ve organik hidroperoksitleri su ve oksijene doniistiiren antioksidan enzimlerdir.
Hidrojen peroksiti yikarak lipit peroksidasyonunun baslamasinin 6nlemesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Turkiye Klinikleri, 2012). Paraoksonaz 1, karacigerde sentezlenir
ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskilidir. PON kardiyovaskiiler sistemdeki
koruyucu etkisini diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)'in oksidasyonunu engelleyerekve

okside olmus LDL {izerindeki okside lipidleri yikarak yapmaktadir (Turkiye Klinikleri,



2012). Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan MDA oksidatif stresin bir
gostergesidir (Mersin liniv. Saglik Bilim Dergisi,2009). NO, nitrojen ve oksijenin her
birinin bir atomundan olusmus kiigiik bir molekiildiir. NO oldukga reaktif, yarilanma
omrii 2-30 sn olan radikal bir molekiil olup, sinyal iletildikten sonra spontan olarak
nitrite dontistir (Kocatepe Tip Dergisi, 2001). Proteinler hidroksil radikalinin etkisiyle
oksidatif stres drlinleri ile oksidasyona ugrarlar ve bunun sonucunda proteinlerin
parcalanmasina ve enzim aktivitesinde azalmaya neden olurlar (Tirk Biyokimya

Dergisi, 2010).

Multiple sklerozun patogenezinde oksidatif stresin etkisi oldugu ile ilgili gittikce
artan sayida ¢alisma vardir (Bosn, 2011). MS hastalar1 oksidatif hasara saglikli kisilere
gore daha duyarhidir. Diger yandan TAS seviyelerinin kontrollere gore azaldigi
bilinmektedir (Bosn, 2011). 2013 yilinda yapilan bir arastirmada B. Ferreira ve
arkadasglari; hastanin yas1 ve oksidatif stres belirteglerinin diizeyleri arasinda bir iliski
oldugu sonucuna varmistir (Ferreira ve ark., 2013). 2013 yilinda yapilan ¢alismada ise
Kurban ve ark. MS hastalarinda serum NO seviyelerinin saglikli kontrollere gore daha
yiiksek oldugunu bulmustur (Kurban S. ve Akpinar, Z. 2013). 2012 yilinda yapilan
baska bir calismada M.Adamczyk ve arkadaslart MS hastalarindan alinan BOS sivisi ile
calismis olup; MS hastalar1 ve kontrol grubu karsilastirildiginda serum MDA diizeyinin
MS hastalarinda kontrol grubuna gore Onemli bir artis oldugunu ortaya c¢ikarmistir
(Adamczyk, M. ve Sowa, P. 2012). 2011 yilinda Hadzovic ve arkadaslari ise MS
hastalarinda serum TAS diizeyini kontrol grubuna gore anlaml diizeyde azalmis olarak

bulmustur.

Yapilan ¢aligmalarda inflamasyon ve demiyelinizasyon patogenezinde oksidatif
stresin onemli bir rolii oldugu belirtilmistir. Bizde bu g¢alismada, MS hastalarinda
antioksidan enzimler olan PON, SOD, GPX ve oksidatif stresi gosteren MDA, PC ve
NO diizeylerinin hastalifin etiyopatogenezine katkida bulunup bulunmadigini

inceleyecegiz.



2.GENEL BILGILER
2.1.MULTIPLE SKLEROZ

2.1.1. TARIHCE

MS yaklasik 150 yil 6nce tanimlanmistir. Pek ¢ok hekim tarafindan “’MS’’
olarak adlandirilan MS hastaligina, Ingilizler ‘disseminated sclerosis’, Fransizlar ise
‘sclerose en plaques’ admi verir. En dikkat ¢ekici hastaliklardan biridir ve geng
eriskinleri etkileme egilimi dolayisi ile en 6nemli hastaliklardan biridir (Ropper A. ve
Brown R., 2006). Hastalik ilk olarak 1824’te Charles Prosper Ollivier tarafindan
yayinlanmig, 1838’de Robert Carswell ve 1842°de Cruveilhier MS plaklar1 ve patolojik
bulgularindan s6z etmislerdir (Murrayve Robert Carswell, 2009). Jean Martin Charcot,
hastaligin farkli ve 6zgiin bir tablo oldugu konusunda en Onemli rolii oynamus,
hastaligin klinik spektrumu ve histolojik goriiniimiinii tanimlamistir. 1854°’te Rudolf
Virchow myelin kilifi bulmustur. Pierre Marie 1884’de ilk kez MS’in infeksiy6z bir
nedeni olabilecegini 6ne slirmiistiir ve bu hipotez hala tartismalidir. Ardindan 1920’lerin
sonlarinda Ranvier tarafindan oligodentrositler ve ranvier diiglimleri bulunmustur.
1935’de Rivers, demiyelinizan hastaliklarin anlasilmasinda 6nemli bir adim olan
deneysel otoimmun ensefalomiyelit’i (EAE) tanimlamistir. 1960’da Kabat ve
arkadaglar1 oligoklonal bantlarin MS teshisinde kullanilmasina baglamistir (Eraksoy ve
Demir A., 2011). 1965 yilinda Schumacher, hastaligin ilk olarak tani kriterlerini
belirlemistir. Daha sonra 1970 yilinda Adrenokortikotropik Hormon (ACTH)
tedavisinin akut atakta iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmis ve 1980° li yillarda

immunsupresif tedaviler giindeme gelmistir (Miller ve Lublin FD,2003).
2.1.2. EPIDEMIYOLOJI

MS semptomlar1 genellikle 20 ile 40 yas arasinda baslar (Ropper A.ve Brown
R.,2006). Semptomlarin 15 yasindan 6nce ve 50 yasindan sonra baglamasi nadirdir (Mc
Graw-Hill, 2000). Kadinlarda goriilme olasilig1 erkeklerdekinin yaklasik 2 katindan
fazlasidir. Cocuklarda ise daha nadir goriliir (Ropper A. ve Brown R., 2006). MS,
cografik dagilim gdsteren bir hastaliktir; sicak bolgelerde nadir goriiliir. Goriilme sikligi
ekvatordan uzaklastikga artar (Eraksoy ve Demir A., 2011). MS igin yiiksek riskli
bolgeler; Kuzey Avrupa’nin ¢cogu, Kuzey Amerika, Giiney Kanada, Giiney Avustralya

ve Yeni Zelanda’dir (Rowland P., 2008). En yiiksek goriilme sikligi 250/100.000 ile



Orkney adalarindadir (Oksenberg JR., 2000). Daha az riskli bolgeler; Kuzey Avrupa,
Giiney Amerika, Anadolu, Orta Dogu, Hindistan, Kuzey Afrika bolgeleri ve Giliney
Afrika’dir. Bu bolgelerdeki goriilme sikligi 5-30/100.000°dir. Az riskli bolgeler ise;
Japonya, Cin ve Latin Amerika’dir. Bu bolgelerdeki hastalik goriilme sikligi
5/100.000°den daha azdir (Rowland P.L, 2008). Ulkemizde MS epidemiyolojisi ile ilgili
caligmalar hala siirdiiriilmektedir, fakat komsu iilkelerdeki goriilme sikligina uyan
degerlerin elde edilecegi tahmin edilmektedir (30-40/100.000) (Tiirk U. ve ark., 2006).
Istanbul Maltepe’de MS prevalansmin arastirildigi bir ¢alismada prevalans 101

/100.000 olarak bulunmustur (Tiirk U. ve ark., 2006).

MS’de olduk¢a fazla goc¢ c¢alismasi mevcuttur. Prevalansin yiiksek oldugu
yerden disiik oldugu bolgelere go¢ edenlerde hastaligin goriilme sikligi goc¢ edilen
bolgeyle uyum saglamaktadir (Ascherio A.ve Munger L., 2010).

2.1.3.ETYOLOJIi

MS’in nedeni heniiz tam olarak agiga bilinmemektedir. Genetik yatkinlik,
immiin sistemini baskilayan mekanizmalar ve viral enfeksiyonlar nedenleri arasinda rol
alabilir (Sadiq SA. ve Mille J. 1995).

Hastaliktaki ailesel goriinlim genetik faktorlerin roliinii desteklemektedir.
Hastalarin birinci derece akrabalari igin risk %3-5, ikinci ve liglincii derece akrabalari
icin %1.5-2.5 olarak agiga ¢ikmustir. Yapilan ¢aligmalarda tek yumurta ikizlerinde MS
goriilme riski %25.9, ¢ift yumurta ikizlerinde %2.4 olarak saptanmistir (Sadovnick ve
ark., 1993).

2.1.3.1. Aile Calismalar:

MS’li hastalarin yaklasik %15’inin ailesinde veya akrabalarindan en az birinde
hastalik 6ykiisii bulunmaktadir (Sadovnick ve Baird PA., 1988), (Compston DAS.ve
Sadovnick, 1988). Bu oran Tiirkiye’deki epidemiyolojik caligmalara gore %3-4
civarindadir (Eraksoy M. ve ark., 2002).

MS’in kalittimsal yonii ikiz ¢alismalari ile de ortaya ¢ikmistir. Monozigot
ikizlerde siklik %25-30, dizigot ikizlerde %2-4 olarak bulunmustur (Stephen, 2008).

Genetik etkinin en etkin sekilde ortaya konabilecegi ikiz ¢alismalarinda bile her iki



kardesin hasta olma durumu monozigot ikizlerde yaklasik olarak %24 diizeyindedir. Bu

durum dizigotlarda ortalama %4 tiir (Haegert DG. ve Marrosu MG., 1994).

2.1.3.2. Cinsiyet farkhiliklar:

Immiin sistem hastaliklarmmn birgogu kadinlarda daha sik goriilmektedir. Birgok
calismada MS’in kadinlardan erkeklere gore yaklasik 2 kat daha sik gorildiigi
belirtilmistir (Duquette P., 1992). Bunun altinda yatan sebep bilinmemekle birlikte
hormonal faktérlerin bunda rol oynadigi belirtilmektedir. Sikligin disinda cinsiyetin
ayrica hastalik seyrini de etkiledigi bircok c¢alisma ile agiga cikmustir. Erkeklerde
hastalik daha agir ilerlemekte olup, kadinlarda ise hastalik daha hafif seyretmektedir
(Hensiek ve ark., 2002).

2.1.3.3. Go¢ calismalari

MS’in genetik 6zelliklerini ortaya koyan baska bir bilgi de go¢ ¢alismalarindan
meydana gelmistir. Bu ¢alismalar yetersiz birey sayisi, demografik verilerinin az olusu
gibi nedenlerle elestirilmis olup, ayn1 zamanda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu konuda
yapilan ilk calisma Avrupa’dan giiney Afrika’ya giden beyaz irk’da yapilmistir (Dean,
1967). Bu ¢alismada Giiney Afrika’ya go¢ eden beyazlardaki MS sikligi oradaki halka
gore daha fazladir. Giiney Afrika’da dogan ikinci kusak beyazlardaki hastalik goériilme
sikligr her iki grubun arasindadir. 14 yasina kadar goc etmis bireylerdeki hastalik
goriilme sikligr 13:100.000 iken, 15-19 yas arasinda go¢ etmislerde bu siklik
51:100.000 olarak belirlenmistir. Bu bulgular ergenlikten sonra go¢ edildiginde, koken
almman 1rka ait ozelliklerin go¢ sirasinda taginmasina ragmen, ergenlikten once goc
edildiginde bu ozelliklerin baska etkenlerce farklilagtirildigimi ortaya g¢ikarmaktadir
(Dean ve Kutzke JF., 1971)

2.14PATOGENEZ

MS lezyonlarinin temel 6zelligi, aksonun korundugu, myelin kilifinin zarari ile
seyreden myelin kaybidir. Bunun yani sira gelisen aksonal bozulmanin, ndrolojik
sakatligin temel nedeni oldugu goriilmektedir. Bu yoniiyle MS; inflamatuar,

demyelinizan ve norodejeneratif bir rahatsizliktir (Trapp BD, 2009).



Akut ve kronik lezyonlarda su olaylar gozlenir;

e Kan-beyin bariyeri (KBB) hasar1 ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu,

¢ Oligodendrosit hasar1 ve demyelinizasyon,

e Astrositoz,

e Akson hasari,

e Sinirh remyelinizasyon (Kieseier BC.ve ark.,2005).
MS’de goriilen baslica patolojik degisiklikler:

Cok sayida, sinirlar1 keskin, yuvarlak, oval veya diizensiz sekilli plaklar goriiliir.

Lezyonlar degisik yaslarda goriilebilir. Yeni ve eski lezyonlar ile aktif ve aktif olmayan
alanla rayn1 anda goriilebilirler. Makroskopik ve mikroskopik bulgular, plagin yasina ve

aktif olup olmamasina gore farklilagir (Tiirkiye klinikleri néroloji, 2004).

Histopatolojik incelemede 4 farkli grup MS plag: ayirt edilir:

e Kronik plak
e Kronik aktif plak
e Akut plak

e Golge plak (Ellison ve ark., 2004).

2.1.4.1. Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

Kan-beyin bariyeri endotel hiicreleri, perivaskiiler makrofajlarin olusturdugu
karmagik bir yapidir. T hiicreleri KBB yikimini baglatan ve beyin parankimi igine aktive
10kosit girisini saglayan siireci baslatirlar (Corrale J.ve Villa A., 2007). MSS’ ye 16kosit
girisi i¢in en onemli yol KBB yoluyla kandan perivaskiiler araliga gegistir (Man S.ve
ark.,2007). KBB’yi gecen lokositlerin transendotelial migrasyonlari, selektinler ve
ligandlar1, integrinler, endotelial hiicre adhezyon molekiilleri, kemokinler ve matri
metalloproteazlarin (MMP) yardimiyla olur. Lokositler tutunup, endotelial bariyerden
gectikten sonraki adim, bazal membranlarin degradasyonuna ve yeniden
bigimlendirilmesine aracilik eden proteazlarin ekspresyonudur (Lucchinetti ve ark.,
2003).

Proinflamatuar sitokinlerin artig1 ile nitrik oksit sentaz (iNOS) artigi

saptanmigtir. NO ve serbest radikallerin sentezi ile sonuglanan bu olay da MSS’ de



toksik etkiye sahiptir. NO’nun invitro olarak aksonlarda hasara sebep oldugu
saptanmistir. Sonug olarak myelin ve oligodendrositler zarar goriir ve demyelinizasyon
olusur. MS lezyonlarinda demyelinizasyon alanlarindaki makrofajlarda da normalde
olmayan iNOS aktivitesinin fazla oldugu saptanmustir. Yapilan ¢alismalarda MS
hastalarinin BOS (beyin omurilik sivisi) ve Serumlarinda NO ve serbest radikal
diizeyleri, kontrollere goére anlamli derecede yiiksek goriilmiistiir (Yuceyar N.ve
ark.,2001).

2.1.4.2. Miyelinizasyonun Diizenlenmesi

Noronlar oligodendrositlerin ¢ogalmasi ve fonksiyonlarinin siirekliligi iizerinde
etkilidirler (Edgar JM. ve  Garbern J., 2004). SSS’nde, aksonun bulunmadig
durumlarda oligodendrositlerde miyelin gen iiretimi artmakta, ancak gen iiretiminin
zirve seviyelere ulasabilmesi ve miyelin yapisinin olusabilmesi igin aksonal etkilesime

ihtiyag duymaktadir (Imitola J. ve ark., 2002).

2.1.4.3.Demiyelinizasyon Mekanizmalari

Aktif MS lezyonlarinin patolojik olarak incelenmesi, demiyelinizasyon
gelisiminde degisik olusumlarin varligini ortaya ¢ikarmistir. Lezyonlarin biiyiik bir
kisminda T lenfosit ve makrofajlardan olusan inflamatuvar reaksiyon olusmasina
ragmen, olduk¢a farkli miyelin yikilim modelleri vardir. Bu bulgulara gére, MS’de dort

farkli immiinopatolojik model 6ne siiriilmiistiir (Lassmann ve ark.,2001).

2.1.4.4. Akson Dejenerasyonu

MS hastalarinda kalict hasarlarin en 6nemli nedeni akson hasaridir (Compston
ve Coles A., 2002). Myelin hasar1 baslayana kadar aksonlarin korunmasi kalici
norolojik sekellerin ortaya ¢ikmasini 6nleyebilir (Giulini F.ve Yong VW., 2003). Akson
hasari, miyelin kaybina oranla geri planda kalsa da hastaligin erken doneminde baslar

ve fonksiyon kaybina neden olur (Miller ve ark., 2003).



2.1.5.MULTIPLE SKLEROZ TiPLERI
MS’in her ¢esidi hastaliin ilerleyisini farkli sekilde etkiler.

1- Relapsing Remitting Multiple Skleroz (RRMS): Hastalarin %85’i bu tiptedir.
Akut ataklar sonrasinda tam iyilesme olur ya da hafif sekel kalabilir.

2- Sekonder Progresif Multiple Skleroz (SPMS): RRMS tipinde baslar. 3 ya da
daha ¢ok atak sonrasi devamli bir kétiilesme izlenir.

3- Progresif Relapsing Multiple Skleroz (PRMS): Ataklar halinde seyreder ve
siirekli bi rkoétiillesme s6z konusudur

4- Primer Progresif Multiple Skleroz (PPMS): Hastalarin yaklagik %15’
baslangigta atak olmadan ilerler (Ardig, 2005), (Cooperman, 1999), (Ogul E.,
2002).

2.1.6. TANI KRITERLERI

1- MRG (Manyetik Rezonans Goriintilleme): Beyin MRG’si MS i¢in en iyi
incelemedir. Klinik olarak kesin MS’li hastalarda beyin MRG’sinde patolojik bulgu
saptanir.

2- BOS incelemesi: T lenfositlerinde azalma, Ig G (immiiglobulin G) de artma
gortliir.

3- MRS(Manyetik Rezonans Spektroskopi): MS hastalarinin lezyon gosteren
veya gostermeyen ak maddesinde olusan biyokimyasal farkliliklari belirlemede
kullanilir.

4- Myelogrofi: Hastalik spinal kordu sardiginda kullanilir.

5- Uyarilmis potansiyeller: Kolay, uygulanabilir, ucuz bir yontemdir. Radyolojik
olarak gosterilemeyen hafif plaklari saptayabilir.

6- Kan testi: Kan lenfositlerinde 6zellikle akut donemde T ve B hiicrelerinin
dagiliminda farkliliklar gdzlenir (O’Sullivan, 1994), (Ogul E., 2002), (Oge E., 2004).

2.1.7. KLINIK OZELLIKLER
Klinik olarak MS her hastada degisik seyretmektedir. Bu cesitlilik hastaligin
baslangi¢ yasi ve seklinde, atak siklig1 ve siddetinde goriilmektedir (Sadig SA, 1995).



Duyusal Belirtiler: MS’ in en sik goriilen baslangi¢ belirtilerindendir ve
hastalarin birgogunda goriiliir. Hastalarda negatif duyusal belirtiler olabilir. Kalici duyu
hasar1 ise genellikle alt ekstremitelerde goriiliir (Lublin FD, 2008).

Motor Belirtiler: Hastaligin ikinci sikligi olarak gortliir. Paraparezi,
hemiparezi, monoparezi seklinde goriilebilir. Parezi ile birlikte spastisite, reflekslerde
artma ve patolojik refleksler olabilir (Sadig SA, 1995).

Serebellar Belirtiler: Hasta yasamini en ¢ok etkileyen belirtilerdir. Serebellar
tremor, dizartri, ataksi, nistagmus ve titubasyon en sik rastlanan belirtilerdir. Serebellar
bulgularda ¢ogunlukla tam iyilesme goriilmez. Erken baglayan bulgular kétii prognoz
gostergesidir (Kurne A.ve Karabudak R., 2004).

Koginif Belirtiler: Hastalarin %50 sinde farkli kognitif islevlerde bozulma
olabilir. RR-MS formunda bu bozulma daha az olmakla beraber tim MS hastalarinda
goriilebilir (Amato MP. ve ark., 2001).

Konstipasyon ve Diyare: Hastalarin birgogunda otonomik etkilenmeye bagli
gortilebilir (Miller AE.ve ark., 2003).

Spinal Kord Belirtileri: Her iki alt ekstremitede artmis tonusla beraber, mesane
fonksiyon bozukluklari gibi sik rastlanan spinal kord belirtileri goriiliir.

Genitoiiriner Sistem Belirtileri: Diziiri ve idrar yapmada zorluk gibi sikayetler
goriilebilir.

Psikiyatrik Belirtiler: MS’ de en sik goriilen psikiyatrik bulgular depresyon ve
bipolar bozukluklardir. Bunlardan farkli asirt heyecan, asir1 yorgunluk, kisilik
degisiklikleri, somatik bozukluklar da goriilebilir.

Epilepsi: MS’ 1i hastalarda epilepsi goriilme sikligt %2 ile %7.5 arasinda
degisiklik gosterir.

Paroksismal Semptomlar: MS hastalarinda norolojik ataklar1 goriilebilir. Sik
goriilmemekle birlikte MS i¢in olagandir.

Yorgunluk: Hastalarin ¢ogunda genel yorgunluk mevcuttur. Baslangigta hizli ve
kuvvetlidir. Yorgunluk sicaklikla tetiklenir. Hastalarin biiyiik ¢ogunlugu isiya karsi
cogunlukla hassastir.

Agrr: MS hastalarinda agrili kas spazmlari, omurga agrilarina rastlanir.Bununla

birlikte hareket etmede giigliik ve sikayetler olusur (Lublinve Miller AE., 2008).
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2.1.8. TEDAVI
MS tedavi edilmesi gereken bir rahatsizliktir. Bunun igin nérolog, fizyoterapist,
psikiyatrist, hemsire ve sosyal hizmet uzmani yer almalidir. Giinlimiizdeki tedavi
yontemleri hastaligin tipi ve klinik donemine gore degisiklikler olusturmaktadir.
MS tedavisi 3 ¢esittir;
e Semptomatik tedavi
o Akut atak tedavisi

e Koruyucu tedavi

2.1.8.1. Semptomatik tedavi

Kas kasilmasi icin; Baklofen, tizanidine, dantrolen, diazepam gibi ilaglar
kullanilir.

Yorgunluk i¢in; Amantadin, pemolin, metilfenidat, modafinil grubu ilaglar
kullanilir.

MS ile iliskili agn icin; Karbamezapin, amitriptilin, benzodiazepinler,
gabapentin, lamotrigin, pregabalin, baklofen gibi ilaglar kullanilir.

Mesane fonksiyon bozuklugu icin; Sik idrara c¢ikiyorsa propantelin,
oxybutynin gibi antikolinerjik ajanlar; triner retansiyon varsa, betanekol, self-
kateterizasyon gibi ajanlar kullanilir.

Titreme i¢in; Pirimidon, karbamezapin, gabapentin kulanilir.

Konstipasyon icin; Diyet tedavisi, laksatifler kullanilir.

Depresyon icin; Antidepresanlar kullanilir.

Is1 ve egzersiz duyarhiligr icin; 4-aminopiridin kulanilir (Lublin ve Miller
AE.,2008), (Henze ve ark., 2006),

2.1.8.2. Koruyucu Tedavi

Hastaligin gidisi tizerine etkili uzun donem tedaviler iki ana baglik altinda
incelenebilir:
1-immunmodiilatuar ilaglar: Interferonlar (interferon B-la, interferon pB-1b),
glatiramer asetat, natalizumab gibi ilaglar kullanilir.
2- Immunsupresif ilaglar: Mitoksantron, siklofosfamid, azatioprin, metotreksat tiirevi

ilaglar kullanilir.
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Bu tedavilerle atak siklig1, atak siddetinin ortalama %28-35 oraninda azaltildig:
goriilmektedir (Ogul E., 2002), (Revel M., 2003), (Javed A., 2005).

2.1.8.3. Akut Atak Tedavisi

Her atakta tedavi gerekmeyebilir. Dikkat edilmesi gereken hastanin giinliik
aktivitelerini bozan ataklarin tedavi edilmesidir. Hastaligin atak doneminde tedavi
gerektiginde en sik kullanilan ajanlar glukokortikoidler ve adrenokortikotropik
hormondur (ACTH). Giiniimiizde olan tedavi sekli; giinliik 1000 mg metilprednizolon
tedavisinin 3-10 giin siire ile verilmesidir (Sadiq SA.ve Miller JR., 1995), (Lublin ve
Miller AE., 2008).

2.1. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Serbest radikaller en distaki atomun ydriingesinde bir veya birden fazla g¢ift
olusturmamis elektron iceren yliksek enerjili, dengeli olmayan molekiillerdir. Cift
olusturmamus elektronlar, serbest radikallere ¢oklukla reaktiflik kazandirarak protein,
lipit, DNA (Deoksiribo Niikleik asit) ve niikleotit koenzimler gibi pek ¢ok biyolojik
maddelerde hasara sebep olmaktadir (Diplock, 1998). Serbest radikal olusumu endojen
ve eksojen faktorlerin etkisiyle olusabilir (tablo-1). Mitokondriyal taginma ve
mikrozomal sistem gibi faktorler endojen kaynaklara 6rnek olarak gosterilebilir (Greene
ve Paller, 1991). Cevresel faktorlere ise hava kirliligi, antibiyotikler, radyasyon ve
sigara dumani 6rnek olarak verilebilir (Young ve Woodside, 2001).

Serbest radikallerin zararli etkilerinin yaninda viicuttaki bircok dogal
mekanizmalar igin de gerekli oldugu bilinmektedir. Ornegin; damar gerginliginin

diizenlenmesi ve oksijen basincinin degerlendirilmesi.
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Tablo-1. Eksojen ve endojen olarak serbest radikal olusumuna neden olan

kaynaklar (Kuran, 2008)

EKSOJEN KAYNAKLAR ENDOJEN KAYNAKLAR
Antibiyotikler Mitokondriyal tasinma
Anestetikler Mikrozomal sistem

Sigara dumani Plazma zarlar1

Iskemi Fagositoz olay1

Hipoksi Peroksizomlar
Inflamasyon Cesitli sitozolik enzimler
Antineoplastik ajanlar

Hava kirliligi

Radyasyon

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Hidroksil('OH), Alkoksil(RO), Peroksil(ROO), Siiperoksit(O'?), Nitrik
Oksit(NO), Hidrojen Peroksit(H,0,), Hipoklorik  Asit (HOCI), ve
PeroksinitrittONOOH) organizmadaki baslica reaktif oksijen radikalleridir.

Zayif bir oksidan olan siiperoksittek basina hiicre hasarina yol agmamakla
beraber oksidatif strese yol acan birgok reaksiyonu baglatabilir. Haber-Weiss
reaksiyonunda siiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri, demir iyonu varliginda
birleserek hidroksil radikalini meydana getirirler. Antioksidan bir enzim olan SOD
yikilmasiyla siiperoksit radikalinden hidrojen peroksit ve 20 oksijen meydana gelir.
Hidrojen peroksit, ortamda Fe*? veya Cu*? varliginda Fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikaline donisiir. Diger bir ROT olan hidroksil radikali ise organizmadaki gii¢lii bir
serbest radikaldir. Basta lipidler, proteinler ve niikleik asitler olmak {izere birgok
hiicresel molekiille reaksiyona girebilmektedir (Dizdaroglu M., 1993).

Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde rolii bulunan hipoklorik asit ise
organizmada myeloperoksidaz reaksiyonu ile olusur ve protein karbonil bilesiklerinin

yapimini tetikledigi bildirilmektedir (Dalle-Donneve ark., 2003).

2.2.2.Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO? NO*) Nitrik oksit diisiik dozlarda
toksik degildir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir ve
diger serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksinitrit olusturur; ayrica OH

radikalinin olusumuna yol a¢tig1 da disiiniilmektedir.
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Peroksinitrit radikali, endotel hiicre disfonksiyonu ve ateroskleroz, hipertansiyon

ve diyabet gibi hastaliklarda rol aldig1 bilinmektedir (Cross ve ark., 1987).

2.2.3. SERBEST RADIKAL URETIM KAYNAKLARI

Viicutta meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin temeli normal oksijen
metabolizmasidir. Mitokondride ATP (Adenozin trifosfat) iiretimi sirasinda kullanilan
oksijenin %1-5 kadar siiperoksit radikali yapimi ile sonlanir.

Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en dnemli mekanizmalari ise
endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450 sistemi ile olmaktadir. Burada olusan
serbest radikaller 6zellikle niikleik asitlere baglanarak zararli etki olusturabilirler.

Serbest radikallerde baska bir yol ise arasidonik asit metabolizmasidir. Agiga
cikan prostoglandinler ve lokotrienler gibi proinflamatuar sitokinler, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olurlar. Ayrica ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, NADH
oksidaz gibi oksidan enzimlerin aktivitesiyle ve fagositoz sirasinda da serbest radikaller
meydana gelir (Sies H. ve Groot H.,1992), (Mead J., 1984).

2.2.3.1.Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin viicuttaki en Onemli etkisi lipid peroksidasyonudur.
Peroksidasyona en duyarli yapilar ¢oklu doymamis yag asitleridir (Halliwell ve
Chirico S.,1993). Coklu doymamis yag asidinden hidrojen atomunun uzaklasmasi
radikal bir nitelik kazanmasina neden olur ve reaksiyon sonucu lipid peroksit radikali
olusur. Bu radikal diger yag asitleriyle beraber yeni lipid radikallerinin olusumuna
neden olmaktadir. Membran yapilarindaki bu lipidlerin peroksidasyonu sonucu protein

ve niikleik asitler zarara ugramaktadir (Winrowve ark., 1993).

2.2.3.2.Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Protein molekiillerindeki siilfidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu proteinin temel yapisinda degismeye sebep olabilir. Membran
proteinleri ile reaksiyona giren radikaller, enzim ve reseptor proteinlerinin

fonksiyonlarinda hasara yol agabilirler (Dalle-Donne ve ark., 2003).
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2.2.3.3.Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaridlerin  otooksidasyonu  sonucunda  hidrojen  peroksit ve
okzoaldehidler olusur. Diyabet, inflamatuar eklem hastaliklar1 ve katarakt olusumunda
bu molekiiller de rol oynarlar (Mccord JM., 1993).

2.2.3.4.Serbest radikallerin DNA ya etkileri

Serbest radikallerin DNA iizerindeki etkileri mutasyonlara ve hiicre ¢liimlerine
neden olmaktadir. Nitrik oksit ve peroksinitrit nitrazasyon ve deaminasyon
reaksiyonlart ile mutajenik aktivite gosterirler. Sonu¢ olarak olusan oksidatif DNA
hasar1 ve degisimi, kanser ve yaslanmaya yol agmaktadir (Dizdaroglu, 1993), (Totter,
1980).

Tablo-2. Serbest radikaller ve neden oldugu reaksiyonlar(Ogiit ve Atay, 2012)

SERBEST FORMUL NEDEN OLDUGU HASAR
RADIKAL
Stiperoksit .0-0O- Fe2+ ve Cu+ iyonlarmi geri kazanma yoluyla Haber-

Weiss reaksiyonunu katalizleme, hidrojen peroksit
veya peroksinitrit olusumu

Hidrojen HO-OH Hidroksil radikali olusumu, enzim inaktivasyonu,

peroksit biyomolekiillerin oksidasyonu

Oksijen 0=0 Cifte baglarla reaksiyon, peroksitlerin olusumu,
aminoasitlerin ve niikleotitlerin olusumu

Nitrik oksit .N=0 Peroksinitrit olusumu, diger radikallerle reaksiyon

Peroksinitrit ~ O=N-O-O  Hidroksil radikali olusumu, tiyollerin ve aromatik
gruplarin oksidasyonu, ksantin dehidrojenazin ksantin
oksidaza doniisiimii, biyomolekiillerin oksidasyonu

Hipoklorit Clo Amino ve kiikiirt igeren gruplarin oksidasyonu, klorin
olusmasi
Radikal R. Hidrojen ¢ikarilmasi, radikallerin olusumus; lipitlerin

ve diger biyomolekiillerin bozunmasi
Hidroperoksit ~ R-O-OH  Biyomolekiillerin oksidasyonu, biyolojik
membranlarin bozulmasi

Bakir ve Cu2+/ Fe3+ Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlartyla hidroksil
demir radikali olusumu
iyonlari
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2.3.  ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Serbest radikallerin asir1 tiretimini ve olusabilecek hasar1 6nlemek igin, viicutta
savunma mekanizmalar1 olusur ve bunlara antioksidanlar denir. Hiicrede normal
metabolizma ya da patolojik etkilerle meydana gelen serbest radikaller ile antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengeli iliskinin serbest radikallere donlismesi
durumunda “oksidatif stres” meydana gelir (Altan ve ark., 2006). Bu dengenin
korunmas1 ve oksidatif hasarin engellenmesi i¢in antioksidan sistemler biiyiik bir yer
kaplamaktadir (Buga ve ark., 1989)

Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar albiimin, a-tokoferol, [-karoten,
askorbat, transferin, GSH, bilirubin, seruloplazmin, ubikinoller, flavonoidler ve tirik asit
gibi ¢esitli molekiiller bulunmaktadir. Asil antioksidan savunmay1 saglayan enzimatik
yapida olan antioksidanlardir. Bu enzimler SOD, Glutatyon-S-Transferaz, GPX,
Glutatyon Rediiktaz, CAT (katalaz) gibi enzimlerdir (Halliwell, 1995).

Antioksidanlarin oksidanlar tizerindeki etkileri soyledir;

1) Antioksidan enzimlerle ya da dogrudan reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi
(toplayic etki),

2) Vitamin tiirii gibi antioksidanlar araciligiyla reaktif oksijen radikallerine bir
hidrojen vererek radikallerin aktivitelerini azaltma veya etkisiz hale doniistiiriilmesi
(bastirict etki),

3) Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller gibi antioksidanlar araciligiyla serbest
oksijen radikallerini baglayarak zinciri kirmasi ile radikallerin fonksiyonlarmnin
engellenmesi (zincir kirici etki),

4) Reaktif oksijen tiirlerinden etkilenen molekiillerin onarimi (Kuran, 2008).

2.3.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzim yapisinda bulunmayan bir¢ok antioksidan molekiil vardir. Bunlardan
GSH, GPX enziminin substratidir. GSH glisin, sistein ve glutamat aminoasitlerinden
meydana gelen bir tripeptittir. Antioksidan aktivitesinden sorumlu ve etkin grubu sistein
aminoasitindeki siilfidril (-SH) grubudur. Proteinlerdeki siilfidril gruplarmi rediikte

halde tutarak oksidasyondan korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
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aktive olmasint engeller. Ayni zamanda hidroksil radikali ve singlet oksijen

temizleyicisidir (Trenti ve ark.,1992).

Tablo-3. Biyolojik sistemdeki antioksidan koruma sistemi elemanlari (Aydin ve

ark., 2001)

Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz Vitamin E

Se bagimli Glutatyon Peroksidaz Vitamin C
Glutatyon-S-Transferaz Glutatyon

Katalaz Flavonoidler

Paraoksonaz Biitillenmis Hidroksianizol

Epoksit Hidrolaz

Biitillenmis Hidroksitoluen

UDP-Glukuronil Transferaz Ebselen
Siilfonil Transferaz B karoten
Glutatyon Rediiktaz Urat

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
6-fosfoglukonat dehidrojenaz
Izositrat Dehidrojenaz

GSSG ve Konjugat Tagtyicilar
NADPH-Kinon Oksidorediiktaz

Seruloplazmin
Transferrin
Albiimin
Haptoglobin
Likopen
Metallotiyonein
Bilirubin
Ubikinon
Deferoksamin
Melatonin
Sistein
Ferritin
Mannitol
Oksipiirinol
Probukol

Suda eriyebilen vitaminlerden olan askorbik asit (Vitamin C) bir antioksidan

olarak gorev yapmaktadir. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikallerini ortamdan
uzaklagtirabilir. Ancak antioksidan 6zelliginin yani sira oksidan etkisi de mevcuttur.
Ciinkii ferik demiri ferr6z demire indirgeyen siiperoksit radikalinin haricindeki tek
yapidir. Bu yoOniiyle Fenton reaksiyonuna katkida bulunarak siiperoksit radikali

olusumuna fayda saglar (Aydin ve ark., 2001).
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Vitamin A oOncii molekiilii olan B-karotenden de singlet oksijen, hidroksil
radikali, peroksi radikalleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunun
zincir reaksiyonlarini durdurucu 6zelligi géstermektedir (Hinds ve ark., 1984).

Giiglii antioksidanlardan biri olan melatonin molekiilii hidroksil radikalini ve
stiperoksit radikalini temizleyici Ozelligi vardir. Hidroksil radikaliyle reaksiyona
girdikten sonra meydana gelen {iriin daha sonra siiperoksit radikalini de tutar. Sistein
aminoasitinin de siiperoksit radikali ve hidroksil radikallerini temizleyici gorevi vardir
(Akkus, 1995). Plazmada yer alan tasiyici proteinlerden olan albiimin ise bakir
iyonlarmi baglayarak hidroksil radikalini tutar ve lipit peroksidasyonunu onler. Ayni
zamanda hipoklor6z asit temizleyicisidir (Miura ve ark., 1993).

Enzimatik olmayan antioksidan molekiillerden digerleri ise demiri
yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu onleyen seruloplazmin, haptoglobulin, transferrin,

bilirubin, ferritin, mannitol ve probukol gibi molekiillerdir (Aydin ve ark., 2001).

2.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.3.2.1. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi dort adet hem grubuna sahip bir hemoproteindir. Beyin, kalp,
akciger ve bag dokularda daha az olmasina ragmen; karaciger, bobrek ve erirositlerde
daha yiiksek miktarda ve tiim hiicre tiplerinde bulunmaktadir. Hiicre igerisinde
mitokondri ve peroksizomlarda yerlesiktir. Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve
oksijene doniistiiren bir antioksidan enzimdir (Helmut, 1997). MSS’de tiim hiicre
tiplerinde olmakla beraber, oligodendrositler daha fazladir (Kim YS. ve Kim SU.,
1991).

2.3.2.2. Glutatyon Rediiktaz
Okside glutatyonu tekrardan rediikte glutatyon haline getiren enzimdir. Bu

reaksiyon i¢in NADPH ihtiyaci vardir (Helmut, 1997).

2.3.2.3. Glutatyon-S-Transferaz
Aragidonik asit ve hidroperoksitler gibi lipit peroksidasyonunu engelleyici bir
antioksidan enzimdir. GPX gibi selenyum bagimli degildir. Ancak membran lipit

peroksidasyonunu yalnizca fosfolipaz A2 varliginda baskilamaktadir (Oberley, 2002).
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2.3.2.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit ile molekiiler oksijenin reaksiyonunu katalizleyerek hidrojen
peroksit olusumunu saglar ve oksidatif strese kars1 ilk olusan enzimlerdendir.insanda,
SOD1, SOD2, SOD3 olmak iizere ii¢ tip SOD enzimi bulunmaktadir (Schreibelt G.ve
ark., 2007). SOD1 genel olarak hiicrede en ¢ok bulunan SOD c¢esididir. SOD enzim
ailesinde en son bilinen SOD izomeri ise SOD3 enzimidir. SOD3 enzimi ilk olarak
insan plazmasinda ve serebrospinal sivida saptanmistir. Hiicrede mitokondride yerlesik
olan kofakt6r olarak mangan iyonunu kullanan SOD2 (MnSOD) enzimidir (Zejnilovic
ve ark., 2009).

Tablo-4. SOD izozimlerinin 6zellikleri (Kose, 2011)

SOD Yapisi Metaller Molekiiler agirhk  Kromozom
CuznSOD Homodimer Cuve Zn 32 21022
MnSOD Homotetramer Mn 86-88 6025
ECSOD Homotetramer Cuve Zn 135 4921

Bir¢ok ¢alisma SOD enziminin ndrodejenerasyon ve ndroinflamasyon siirecinde
onemli rolii oldugunu gostermistir. Alzheimer hastaligi ve inme gibi oksidatif aracili
hastaliklarda SOD’un arttig1 bildirilmistir (Schreibelt G. ve ark., 2007). MS hastalarinin
beyin dokusundan yapilan bir calismada ise anlamli derecede yiiksek SODI1
ekspresyonu aktif demyelinizan plaklarda gosterilmistir (Tajouri L, 2003).

2.3.2.5. Glutatyon Peroksidaz
Rediikte glutatyonu okside glutatyona cevirir. Bu reaksiyonda hidrojen peroksit
suya cevirilerek ortamdan uzaklastirilir. Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz ile
rediikte glutatyona ¢evrilir. Organizmada alt1 ¢esit vardir; MSS’de daha ¢ok glutatyon
peroksidaz 1 enzimi vardir. MS hastalari ile yapilan bir ¢alismada aktif demiyelinizan

plaklarda glutatyon peroksidazin arttig1 belirtilmistir (Jensen G., 1984).
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Tablo-5. GPX izozimlerinin bulundugu dokular ve ozellikleri (Kose, 2011)

GPX Bulundugu Yer Yapisi Selenyum

GPX1 Sitozolik, Homotetramer Var
mitokondriyal

GPX2 Gastrointestinal yol ~ Homotetramer Var

GPX3 Plazma, Homotetramer Var
ekstraselliiler,
bobrek

GPX4 Hiicre membrani, Monomer Var
sperm, ¢ogu doku

GPX5 Epididimis Homotetramer Yok

GPX6 Burun epiteli, Monomer Yok

embriyonik doku

Tablo-6. GPX izozimlerinin gorevleri (Kose, 2011)

GPX1 Hidrojen peroksit ve yag asit

GPX2 hidroperoksitlerini indirger

GPX3 Zayif aktivitesi vardir. Kolesterol
hidroperoksitlerini indirger.

GPX4 Fosfolipit hidroperoksitlere giiglii, hidrojen
peroksitlere zayif etkilidir.

GPX5 Sperm olgunlagsmasinda antioksidan
savunmada etkilidir.

GPX6 Burun epiteli ve embriyonik dokularda

antioksidan savunmada gorevlidir

2.3.2.6.Paraoksonaz (PON)

PON, glikoprotein yapidadir ve hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine
sahiptir. Paraoksonaz insanlarda PON-1, PON-2 ve PON-3 olmak iizere ii¢ tanedir
(Uysal S, 2011). PON, HDL’ ye bagli bir enzim olup dolasima giren organofosfatlarin
norotoksisitesinden sinir sistemini korumasi, LDL’nin lipid peroksidasyonunu

baskilamasi, hidrojen peroksit gibi serbest radikalleri notralize etmesi gibi gorevleri
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bulunmaktadir. HDL’nin LDL oksidasyonu iizerine koruyucu etkisinin PON’dan

kaynaklandig1 gosterilmistir. PON’un serbest radikal olusumunu ve lipid oksidasyonunu

artirdig1 gosterilmistir (Uysal S, ve 2011), (Baskol G, 2004).

Yapilan ¢alismalar diisiik PON seviyesinin dislipidemi, diabetes mellitus, ileri
yas, sigara i¢imi, hipertansiyon, norodejeneratif hastaliklar ve artmis oksidatif stresle

iliskili oldugunu ortaya koymustur (Senti M.ve ark., 2003).
2.3.2.7. Nitrik Oksit (NO)

NO enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den
sentezlenir. NO tasidigi ¢ift olusturmamis elektron nedeniyle radikal bir molekiil olarak
isimlendirilir. Yar1 6mrii birkag saniye olmasindan dolay:1 sadece lokal olarak etkindir.
Diisiik molekiil agirligi ve lipofilik yapisindan dolay1 kolay ve gabuk bir sekilde hiicre
zarlarindan gecebilmektedir. NO fizyolojik ve inflamatuar donemde pek ¢ok Onemli

gorevi bulunmaktadir ve bu gorevler su sekilde siralanabilir:

1. Solunum, gastrointestinal, genitoiiriner sistemlerde vazodilatasyon i¢in NO-

bagimli mekanizmalarda kullanilir.
2. Merkezi sinir sisteminde hafizanin olusumunda rol oynamaktadir.
3. Trombositlerin birbirine yapisarak birikmesini 6nler.

4. Kalp kasilmalarinda diizenleyicidir ve iyon kanallarinin acilip kapanmasina

katki saglar.

5. Sitotoksik 06zellige sahip oldugundan, viicut savunmasi ve immiinolojik
reaksiyonlar sirasinda aktive olmus makrofajlar tarafindan fazlaca iiretilirler (Nussler,

1993), (Alderton ve ark., 2001).

NO’in ROT ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti meydana
getirdigi ve bunun da OH radikalinin yapimina sebep oldugubildirilmektedir. OH
radikali yikic1 bir molekiildiir (Blokhina O.,2010). Sonug olarak NO; ateroskleroz,
hipertansiyon, sizofreni, otizm ve Diabetes mellitus gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol

oynayabilmektedir (Domenech RJ., 1991).
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2.3.2.8. Protein karbonil (PC)

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha cok etkilenir. Ozellikle

doymamig bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir.

(Akkus, 1995), (Belcherve ark., 2000).

Protein oksidasyonu; hipoklorik asit, hidroperoksit, peroksinitrit, hidroksi ve
peroksi gibi serbest oksijen radikalleri tiirevleri varliginda direkt ve dolayli birden fazla
yolla gerceklesebilir (Castegna ve ark., 2002). Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle
etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida protein karbonil

tirtinleri olusur (Stadtmanve Levine RL.,2003).
2.3.2.9. Malondialdehit (MDA)

MDA lipid peroksidasyonun en dnemli iriiniidiir. MDA {i¢ ya da daha fazla ¢ift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda olusur. Olusan MDA iyon gegirgenliginin
ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara sebep olur (Niki 1987), (Placer

ve ark.,1990), (Porter, 1984).

MDA, tiobarbitiirik asid (TBA) ile belirlenebilen bir lipid peroksidasyon
triiniidir (Knight ve ark., 1988). MDA, kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir (Horton
ve Fairhurst, 1987).

2.4.0KSIDATIF STRESIN MS PATOFIZYOLOJISINDEKI ROLU

MS’un etyolojisi tam anlamiyla aydmlatilamamistir. Hastaligin baslamasi ve
ilerlemesinde immunolojik mekanizmalar rol oynamaktadir. Oksidatif stresin bu siireci
etkiledigi diisiintilmektedir. Son yillarda bu konuda bir¢ok c¢alisma yapilmis, oksidatif

stresin hastalik donemindeki rolii arastirilmistir (Gilgun ve ark., 2004).

Hastaligin patolojik siirecinde KBB hasar1 ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
oligodendrosit hasart ve demiyelinizasyon, aksonal destriiksiyon, sinirh
remiyelinizasyon ve norodejenerasyon goriiliir. Hastaligin baslangicinda 6nemli olan
KBBdisfonksiyonu; matriks metallopreteinaz (MMP) aracili sitokinlerin salinmasi ile
olugmaktadir. MMP’ lerin aktivasyonunda 6nemli rolleri olan reaktif oksijen radikalleri,

lenfositlerin  VCAM-1’e (vascular cell adhesion molecule 1) tutunmasi ile
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tiretilmektedir. VCAM-1, endotelyal hiicrelerde NADPH oksidaz enzimini stimiile
ederek reaktif oksijen radikallerinin olusumunu saglar. Olusan reaktif oksijen radikalleri
MMP araciligiyla kan-beyin bariyerinin bozulmasinda rol oynarlar. Bozulan kan-beyin
bariyerinin;  beyindeki  inflamatuar  siirecin, oligodendrosit  hasarinin  ve
demiyelinizasyonun artmasina yol agtigi  diistiniilmektedir  (Mirshafiey ve
Mohsenzadegan M., 2009), (Gilgun ve ark., 2004). Yiiksek oksijen igerigi nedeniyle
MSS hiicreleri oksidatif strese karsi daha duyarlidir. Oligodendrositler ise, glutatyon
gibi antioksidan savunma mekanizmalarinin zayif olusu ve yliksek demir igerigi
nedeniyle oksidatif stresten, diger MSS hiicrelerine gore daha fazla etkilenir (Witherick
J.ve ark., 2010).

Hidrojen peroksit hastaligin progresyon siirecinde tiretilen myelin yenilenmesini
engellemekte ve aksonal hasara sebep olmaktadir. Boylece oksidan molekiillerden biri
olan hidrojen peroksitin artis1 hastalik donemindeki kismi iyilesmeyi engelleyici bir rol

oynamaktadir.

Reaktif oksijen radikalleri, ayrica myeline direkt yoldan lipid ve proteinleri
zarara ugratarak, dolayli yoldan ise MMP iiretimini artirarak ve myelin basic protein
(MBP) etkiler (Witherick J. ve ark., 2010), (Besler, 2003), (Hunter ve ark., 1985),
(Ferretti G.ve ark., 2005).

MS lezyonlarindaki mitokondrial enzim ekspresyonunun incelendigi bir
caligmada, reaktif oksijen radikalleri liretimine sebep olan enzim ekspresyonunun arttig1
bulunmustur. Ayrica serbest radikal detoksifikasyonunda gorev alan glutatyon
peroksidaz enziminin de ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu durumun artmis
oksidatif strese kars1 bir mekanizma ile olustugu diisiiniilmektedir. Calisma sonucunda
MS’ teki demiyelinizasyon ve doku hasarinda oksidatif stresin énemine odaklanilmistir

(Fischer ve ark., 2012).

Yapilan bagka bir calismada, aktif MS lezyonlarinin histolojik incelemesinde,
mitokondrial sitokrom c oksidaz-1 kaybi1 ve mitokondrial ATP iiretiminde azalma
saptanmistir (Mahad ve ark., 2008). Kronik lezyonlarda ise mitokondrial aktivitede artis
belirlenmistir. Bu durumun temel nedeninin ise demiyelinize aksonlarin yliksek enerji

ithtiyact oldugu diisliniilmustiir. Mitokondrial disfonksiyon, hastalik siirecine ATP



23

yetersizligi, apopitoz indiiksiyonu ve ROT iiretimi ile katki saglamaktadir. Bu bilgiler
hastalikta mitokondrial disfonksiyonun 6nemini vurgulamaktadir (Mahad ve ark.,
2008), (Lee ve ark., 2012). Antioksidanlar, eksojen veya endojen olarak iiretilen, reaktif
oksijen ve nitrojen radikallerinden armilmasinda, radikal olusumu igin gerekli olan
bilesiklerdir.  Enzimatik  antioksidanlar  viicutta  tretilirken  non-enzimatik
antioksidanlarin birgogu diyetle alimmaktadir. Deneysel otoimmun ensefalomyelit
(EAE) vakalar1 ile yapilan birgok calismada antioksidanlarin, hastalik siddet ve
stiresinde anlamli azalmalar yaptig1 ortaya konmustur. Oral N-Asetil Sistein ile yapilan
bir caligmada, intraselliller glutatyon seviyesini ylikselterek akut EAE’ de yarar
sagladigi, bagka bir calismada ise intraperitoneal katalaz tedavisinin hastaligin siddetini

azalttig1 belirtilmistir (Gilgun ve ark., 2004), (Lehmann ve ark., 1994).

2013 yilinda yapilan bir aragtirmada B. Ferreira ve arkadaslari; hastanin yasi ve
oksidatif stres belirteclerinin diizeyleri arasinda bir iliski oldugu sonucuna varmistir ve
ayrica GPX aktivitesinin MS hastalarinda kontrol grubuna gore azaldigini belirtmigtir.
2013 yilinda yapilan ¢alismada ise MS hastas1 ve saglikli kontrollerin serum ADMA
(Asimetrik Dimetil Arjinin) seviyeleri MS hastalarinda kontrol gruba gore daha diisiik,
NO seviyeleri ise MS hastalarinda kontrol gruba gore daha yiliksek bulunmustur.
Hastalik siiresi ve oziirliiliik skorlar1 ile NO diizeyleri arasinda ve ADMA-NO arasinda
da istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadig: belirtilmistir. Yine 2013 yilinda
Naziroglu ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada; MS hastalarinda glutatyon peroksidaz
enzimi ve serum vitamin A ve E konsantrasyonlar1 kontrol grubuna goére daha diisiik

bulunmustur.

Kurban ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada, MS hastalarina ait serum total
antioksidan seviye (TAS) diizeyi kontrollere gére anlamli derecede diisiik bulunmus ve
bu hastalara ilave antioksidan verilmesinin faydali olabilecegi sonucuna varilmistir.
2012 yilinda yapilan bagka bir calismada M.Adamczyk ve arkadaslari; MS hastalarinda
serum MDA seviyesinde onemli bir artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir. 2011 yilinda
Hadzovic ve arkadaslar1 ise MS hastalarinda serum TAS diizeyini kontrol grubuna gore

anlaml diizeyde azalmis olarak bulmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.Calisma Grubunun Secimi

Calismamizda Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Noroloji Poliklinigi’ne basvuran, MS tanisi alan, rutin tetkik amaciyla kan
vermis ve aydinlatilmig onami olan 30 birey hasta grubu olarak belirlenmistir. Kontrol
grubunu ise MS tanis1 almamuis, bilinen herhangi bir sistemik ve inflamatuar hastaligi

olmayan 30 birey olusturmaktadir.
3.2.0rneklerin Toplanmasi Ve Saklanmasi

Calisma i¢in gerekli kosullar1 tasiyan bireylere calismamiz hakkinda bilgi
verilmis ve ‘Aydinlatilmis Onam Formu’ imzalatilarak ¢alismaya katilmalari konusunda
onaylar1 alinmistir. Calismaya katilan bireylerin rutin tetkikler i¢in verdikleri EDTA
iceren tiiplere alinan kan ornekleri Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Molekiiler Biyokimya Laboratuvarinda -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.3. Biyokimyasal inceleme

Alman kan oOrneklerinden elde edilen serumda SOD, GPX, MDA, PC, NO
diizeyleri spektrofotometrik absorbans ile PON seviyesi ise ELISA(Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi ile 6lgtilmiistiir.
3.3.1. Serum MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

MDA lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve 90 °C’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek pembe renkli kromojen olusturmaktadir. Olusan pembe
renkli bilesigin 532 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iimiine gore MDA diizeyinin
tayini yapildi (Esterbauer H. ve Cheeseman KH., 1990)

Kimyasallar

% 0,675°lik TBA, %]10°luk Trisiklik asetik asit (TCA), Stok standart soliisyonu
(1,1,3,3 tetra metoksipropan)
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Ol¢iim Yéntemi

Kapakli cam deney tiiplerine 2,5 ml %10°‘luk TCA konulduktan sonra iizerlerine
0,5 ml serum ilave edilerek vorteksle karistirildi. Elde edilen karigimlarin agizlari
kapatilarak 90 °C‘de 15 dakika inkiibasyonda birakildiktan sonra soguk su altinda
sogutularak 3000 rpm‘de 10 dakika santrifiij edildi. Sonra elde edilen siipernatantlardan
2 ml ayr tiiplere alinarak tizerlerine % 0,675‘lik TBA eklendi ve tekrar 90 °C‘de 15
dakika inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra tekrar soguk su
altinda sogutulan numuneler, 532 nm‘de kore karsi okutuldu. Kor tiipline numune

yerine 0,5 ml distile su konularak ayni islemler yapildi.
Hesaplama

MDA (nmol/ ml) = (Ornek OD/Standart OD) x Standart Konsantrasyonu

3.3.2. Serum PC Diizeylerinin Ol¢iimii

PC grubu diizeyleri, protein karbonil gruplarinin 2.4-dinitrofenilhidrazin ile
reaksiyonu  sonucu  2,4-dinitrofenilhidrazon  olugmasi  prensibine  dayanarak,

spektrofotometrik olarak (370 nm) 6lgiilmistiir (Slater, 1984).
Kimyasallar

%20 TCA, 10mM 2,4 DNPH (2M HCl‘de hazirlandi), 2M HCI Etanol/Etil asetat
(1/1), 100 mM NaOH

Ol¢iim Yontemi

0,5 mL numune, 1,5 mL‘lik eppendorf tiiplerine konularak {izerine 0,5 mL
%20°lik TCA eklendi ve vorteksle karistirildi. Mevcut karisim 11000 rpm‘de 10 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra olusan siipernatantlar dikkatlice dokiilerek
pelletleri  birakildi. Birakilan pelletlerin = her birinin  iizerine 10mM 2,4
dinitrofenilhidrazin (2M HCl‘de hazirland) ilave edildi ve oda 1sisinda 1 saat bekletildi.
Bu siire igerisinde reaksiyon gergeklesmesi igin, her 10-15 dk‘da bir numuneler

vorteksle karistirildi. 1 saat dolduktan sonra numunelerin iizerine 0,5 mL %20°lik TCA
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eklendi ve vorteksle karistirildi. Sonra 11000 rpm‘de 3 dk santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantlar pelletlerinden dikkatli bir sekilde ayrildi. Kalan pelletlerin iizerine 1 mL
etanol-etil asetat eklenip vorteks ile karistirildi ve 10 dk. beklendikten sonra 11000 rpm
3 dk santrifiij edildi. Etanol-etil asetat basamagi numunelere 3 kere tekrar edildi. Bu
basamak sonrasi elde edilen silipernatant pelletinden ayrildi ve iizerine 0,9 mL 100 mM
NaOH ilave edilip 15 dk 37 °C‘de calkalayicida ¢ozdiiriildii. Sonra, ¢oziinmeyenleri
coktiirmek i¢in 11000 rpm‘de 5 dk santrifiij edip, 370 nm‘de numuneler kore karsi

okundu.
Hesaplama

Protein karbonil diizeyleri nmol/ml olarak hesaplandi. Hesaplamalar sirasinda
2,4-dinitrofenilhidrazin igin 370 nm‘de molar absorbsiyon katsayist s = 22000 M cm™

alindu.
3.3.3. Serum NO Diizeylerinin Ol¢iimii

Nitrik oksit, tretildigi ortamda c¢ok kisa bir silirede okside olarak once nitrite
(NO, ") daha sonrada nitrata (NO3 ™) doniistiigii i¢in endojen olarak, viicutta iiretilen 35
nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki miktari, pek cok g¢alismada nitrit ve nitrat
olarak belirtilmistir (Mueller ve ark., 1994). Griess reaksiyonu ile dl¢iimlerde muhtemel
nonspesifik reaksiyonlar1 engelleyebilmek i¢in numuneleri 6nce deproteinize edip daha

sonra nitrit ve nitrat diizeyleri ¢alisildi (Malinski ve ark., 1993).

Deproteinizasyondan sonra nitrit ve nitrat miktarlar1 Griess reaksiyonu ile
belirlendi (Cortas ve Wakid N., 1990). Total nitrit (nitrit+nitrat) diizeyi modifiye
kadmiyum rediiksiyon metodu ile belirlendi. Bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri pH
9,7 glisin tamponunda deproteinize numune siipernatant1 ile 90 dakikalik inkiibasyona
birakilarak nitratin rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit diizeyi; siilfanilamid ve buna
bagli N-naftiletilen diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe bir

rengin spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda okunmasi ile tayin edildi.
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Nitrit Standartlariin hazirlanmasi

0,1 mol/L NaNO; (sodyum nitrit) stok soliisyon olup oda 1sisinda 9 ay siireyle
stabildir. Standart soliisyonundan degisik oranlarda diliisyon yapilarak, standart egri

¢izildi.
Kimyasallar Calisma reaktifi

Siilfanilamid, 5 mmol/L CuSQO4, pH 9,7 Glisin-NaOH tamponu, Kadmiyurn
graniilleri (Cd), N-naftiletilen diamine (NNDA), 0,1 mol/L H2SO4 standart soliisyonu
(0,1 mol/L NaNO,, 10 mmol/L Na;B407 iginde ¢oziiliir.)

Kadmiyumlarin aktiflestirilmesi

Kadmiyumlar, 20 mililitrelik plastik tiiplere (agz1 kapatilan) 2,5-3 gr olarak
dagitilir. Kadmiyum graniilleri 3 kez deiyonize su ile yikanir. CuS04 soliisyonu i¢inde
1-2 dakika bekletildikten sonra soliisyon tekrar siiziilerek dokiiliir. 3 kez glisin tamponu
ile yikanir. Aktiflestirilen graniiller 10 dk icinde kullanilir. Graniiller kullanildiktan

sonra hemen distile su ile yikanir ve siilfirik asit (H,SO,) soliisyonu iginde saklanir.
Ol¢iim Yontemi Deproteinizasyon isleminin yapilmasi

250 pL numune + 1 mL ZnS0,; (75 mmol/L) karistmi vortekslenir. Uzerine
1,250 mL NaOH (55 mmol/L) ilave edilip tekrar vortekslenir ve 3500 rpm‘de 10 dakika

santrifiij edilir. Elde edilen siipernatant numune olarak kullanilir.

Glisin tamponu ile yikanmug aktif graniil tiiplerinin {izerine 1 mL glisin tamponu
eklenir. Uzerine 1 mL deproteinize numune konur ve 2 mL distile su eklenir. Oda
1s1sinda 90 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda ayri bir tiipe, 2 mL alinip
tizerine 2,5 ml distile su ve 1 mL siilfanilamid, 1 mL NNDA ilave edilerek tekrar 1 saat
inkiibasyona birakilir. Ikinci inkiibasyon siiresi dolduktan sonra 545 nm‘de kére karsi
okunur. Elde edilen veriler NO metabolitlerinin toplam konsantrasyonunu

gostermektedir ve kaydedilir.

3.3.4.Serum SOD Aktivitesinin Olciilmesi Sun ve arkadaslarinin yontemi ile
Durak ve arkadaslarinin yapmis oldugu modifikasyona gore SOD aktivitesi diizeyi

ol¢iildii (Durak ve ark., 1993). Bu yontemde, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
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stiperoksitin, nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanarak SOD
aktivitesi tespit edilir. Ortaya ¢ikan siiperoksit radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli
formazon olusturur. Meydana gelen kompleks 560 nm‘de maksimum absorbans verir.
Eger ortamda enzim yoksa bu indirgenme meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir.
Ortamda SOD varsa NBT indirgenmesi gerceklesmeyip mavi-mor renk agiga

¢ikmamakta ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak acik renk olusmaktadir.
Enzimin % inhibisyonu = (Absys: — AbSnum) / Absys: X 100
Kimyasallar

400 mmol/L Na,COg, | g/L bovine serum albumin, 2 M(NH,),SO4, 0,8 mmol/L
CuCl,, 150 pmol/L NBT, 0,3 mmol/L xanthine, 0,6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu),

xanthine oxidase (XO)
Olciim yontemi

Deney tiiplerine kimyasallar kullanilarak hazirlanan 6lgtim reaktifinden 2,85 mL
konuldu. Uzerlerine 0,1 mL numunelerin ekstraklarindan eklendi. Kor tiipiine ekstrat
yerine 0,1 mL distile su konuldu. Sonra tiim karigimlarin {izerine 0,05 mL ksantin
oksidaz ilave edilip, hizl1 bir sekilde alt {ist edilerek karistirildi ve oda 1s1sinda 20 dakika
inkiibasyona alindi. Inkiibasyon siiresi dolan tiiplere bekletilmeden stop soliisyonu

olarak 0,1 mL bakir kloriir eklendi ve numuneler kore kars1 560 nm‘de okundu.
Hesaplama
% Inhibisyon = [(Absorbans kér {K} - Absorbans Ornek{0O})] / K x 100
% 50°lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in
Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 /0,1)] ml.
U/ml = [(K-O) /K ] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)
3.3.5. Serum GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

Paglia ve arkadaslarinin yontemine gore glutatyon peroksidaz aktivitesi 6l¢iildii

(Paglia ve Valentine WN.,1967). Hidrojen peroksit bulunan ortamda GSH-Px rediikte
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glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. GSH-Px‘in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH‘a indirgenir.
NADPH‘in NADP‘ye yiikseltgenmesi sirasinda absorbans seviyesindeki azalmanin, 340

nm‘de okunmasiyla GSH-Px aktivitesi belirlenir.
Enzim Unitesi: NADPH*in birim zamanda okside olan mikromol miktaridir.
Kimyasallar

50 mM H,0,, fosfat tamponu (pH = 7,50 mM), GSH-Rediktaz, 3,2M
(NH4)2S04, 150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj3 (Sodyum azid)

Olciim yontemi
Hazirlanan deney tiiplerine; 2,650 mL EDTA ‘l1 fosfat tamponu,
0,1 mL rediikte GSH,
0,1 mL NADPH,
0,01 mL GSH-Rediiktaz,
0,01 mL NaNjs,
0,02 mL numune

Karigimlar1 hazirlanarak 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra deney
tiiplerine 0,1 mL hidrojen peroksit ilave edilip, 5 dakika boyunca dalga boyu 340 nm‘ye
ayarlanmig spektrofotometrede, numunelerin absorbans degerleri kaydedildi. Aktivite
azaliginin lineer oldugu absorbans araliZinin 1 dakikalik siiresi esas alinarak

hesaplamada kullanildi.
Hesaplama
IU/L =[ (AA/1)/6,22 x 10 x (1/0,02)
3.3.6. Serum PON Diizeylerinin dl¢iimii

Paraoxonase ticari kit kullanilarak ELISA yontemi ile c¢alisildi (Elabscience
Biotechnology Co.,Ltd., Wuhan, China). Mikro ELISA pleyti PON1'e spesifik antikor
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ile kapl idi. Standart ve 6rnekler pleytlere eklenip spesifik antikorla birlestirildi. PON1'
spesifik biyotinlenmis antikor ve HRP konjugat eklendi. Inkiibasyon ve yikama sonrasi
her bir kuyucuga substrat soliisyonu eklendi. Sadece PONI, biyotinlenmis tesbit
antikoru ve HRP konjugat i¢eren kuyucuklarda mavi renk gézlendi. Enzim-substrat
reaksiyonu siilfiirik asit eklenerek durduruldu. Optik dansite spektrofotometrik olarak
450 nm 'de okundu. Optik dansite PON1 konsantrasyonu ile dogru orantili idi. Standard

egrisi kullanilarak 6rneklerdeki PON1 konsantrasyonu hesaplandi.

4 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics Version 20.0
paket programi ile yapildi. Gruplarin karsilasgtirmasinda normal dagilim gosteren
degerler i¢in bagimsiz iki Ornek t testi, Kolmogorov-Smirnov testine gdre normal
dagilim gostermeyen verilerde Mann-Whitney U testi; kategorik veriler i¢in de Ki-kare
testi kullanildi. Baglant1 analizleri Spearman korelasyon katsayilar: kullanilarak yapildi.
Veriler ortalama degerleri + standart sapma (SD) ile birlikte verildi. Testlerin tiimiinde

p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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Calismaya Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji

poliklinigine basvuran ve MS tanis1 alan 30 hasta ve 30 saglikli goniillii dahil edildi. MS

hastas1 grubunu olusturan 30 bireyin %53’ erkek, %49’u kadin olup yas ortalamalari

40,8 + 10,8 olarak belirlendi. Kontrol grubunu olusturan 30 bireyin ise %47’si erkek,

%3511 kadm olup yas ortalamasi1 45,9 + 13,4 idi. Kontrol grubu ve MS grubu arasinda

yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo-7. Saghkh Kontrollerin ve MS Hastalarinin Cinsiyetlerine Gore Dagilimi

Hasta Grubu Kontrol Grubu Toplam
n % n % n %
Erkek 10 53 9 47 19 100
Kadm 20 49 21 51 41 100
Toplam 30 50 30 50 60 100

Tablo-8. Nicel Degiskenlerin Saghikh Kontrol Ve MS Hasta Gruplara Gore Dagilim

GRUP

HASTA KONTROL

(n=30) (n=30) P
Yas 40,8310,8 45,87+13,43 0115
Cinsiyet(K/E) 20/10 21/9 0,781
PON 17,81%10,05 11,6246,45 0,008
SOD (U/mL) 11,67+2,33 9,28+1,72 <0,001
PC (nmol/ml) 129,77+70,79 152,05+61,98 0,200
NO (mmol/L) 49,6+12,25 43,9648,2 0,041
MDA (pmol/L) 1,81+0,69 1,44+0,5 0,018
GSH_px (U/L) 424,66+411,54 587,54+690,67 0,280

Veriler Ort£SS seklinde gosterilmistir.
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5.1.Serum GSH-Px Diizeyleri

MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum GSH-Px aktivitesi
MS grubunda azalmis olarak bulunmustur (Tablo-8). Ancak bireylerin GSH-Px
ortalamalarinin MS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel agidan
anlamli bulunmamuistir (p= 0,280).

Sekil-1. GSH-PxDiizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Gore Dagilimi
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5.2.Serum MDA diizeyleri

MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum MDA diizeyi MS
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek olarak bulunmustur (Tablo-8). Bireylerin
MDA ortalamalarmin MS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel
acidan anlamli bulunmustur. (p=0,018).
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Sekil-2. MDA Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Gére Dagilim
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5.3.Serum protein karbonil diizeyi

MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum PC diizeyi MS
grubunda kontrol grubuna kiyasla azalmis bulunmustur (Tablo 8). Ancak bireylerin PC
ortalamalarinin MS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel agidan
anlamli bulunmamistir (p=0,200).
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Sekil-3. Protein Carbonyl Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Gére Dagilhimi
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5.4.Serum NO diizeyleri

MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum NO diizeyiMS
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (Tablo-8). Bireylerin NO
ortalamalarinin MS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel agidan
anlamli bulunmustur (p=0,041).
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Sekil-4. NO Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Gore Dagilim
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5.5. Serum SOD diizeyleri
MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, serum SOD

aktivitesi MS grubunda kontrol grubuna kiyasla artmis olarak bulunmustur
(Tablo-8). Bireylerin SOD ortalamalarmin MS hasta grubu ve kontrol grubu

arasindaki farki istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,001).
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Sekil-5. SOD Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Goére Dagilimi
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5.6. Serum PON diizeyleri

MS hasta grubu ile kontrol grubu karsilagtirildiginda, serum PON aktivitesi MS
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha artmis olarak bulunmustur (Tablo 8).
Bireylerin PON ortalamalarmin MS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki farki

istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0,008)



Sekil-6. PON Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarina Gore Dagilim
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6. TARTISMA ve SONUC

MS, SSS’nin en sik goriilen hastaligidir. Genellikle geng bireylerde goriilen, 6nemli
sorunlara ve is giici kaybma neden olan, ilerleyici bir hastaliktir. Epidemiyolojik
caligmalar, hem genetik hem de c¢evresel faktorlerin MS gelisimine katkida
bulundugunu gosterse de heniiz bu faktorlerin hastaligi baglatmadaki rolleri tam olarak
acikliga kavusmamistir (Ebers, 1983). Genetik yatkinlik, immiin sistemini baskilayan
mekanizmalar ve viral enfeksiyonlar bu hastaligin nedenleri arasinda rol alabilir (Sadiq
ve Mille J., 1995). Oksidatif stresin de bu siireci etkiledigi diisiiniilmektedir. Son
yillarda bu konuda birgok ¢alisma yapilmis olup oksidatif stresin hastalik donemindeki
rolii arastirilmustir (Gilgun ve ark., 2004).

Normal kosullarda KBB, intravaskiiler boliim ve MSS yapilart arasinda
koruyucu durumdadir. Biiyiik molekiil ve hiicrelerin MSS’ye ge¢isini Onleyen bu
bariyerin immunolojik mekanizmalarla bozulmasi sonucu MSS’de proinflamatuar

sitokinler salgilayarak hastalik durumunu baslatabilmektedir (Lublin ve Miller, 2008).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan savunma sistemleri arasinda bir
denge s6z konusudur ve bu dengenin reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin artmasi veya
antioksidan sistemlerdeki yetersizlik sonucu bozulmasiyla oksidatif stres durumu
olusur. Olusan serbest radikaller protein, lipid ve niikleik asitlere zarar vererek hiicre
oliimiine neden olur (Witherick J. ve ark., 2011), ( Shah ve Channon, 2004). Reaktif
oksijen radikalleri, ayrica myelindeki lipid ve proteinleri zarara ugratir, MMP iiretimini
artirir ve MBP’1 etkiler (Witherick J. ve ark., 2010), (Besler, 2003), (Hunter ve ark.,
1985), (Ferretti G. ve ark., 2005). Bazi ¢alismalar MS patogenezinin altinda yatan sebep
olan ROS’un, myelin fagositozda onemli rol oynadigimi bildirir (Ghabaee ve ark.,
2010).

Fischer ve arkadaglari, 30’u MS’li ve 18’1 noroloji disi bir hastaliktan
Olentoplam 48 vakada yaptiklar1 otopsi c¢alismasinda; aktif MS lezyonlarinda reaktif
oksijen radikallerinin yapiminaneden olan mitokondrial enzimlerin ekspresyonunun
arttig belirtilmistir. En fazla artis myeloperoksidaz (MPO), eozinofil peroksidaz (EPx)
ve laktoperoksidaz (LPO) enzimlerinde goriilirken ksantin oksidaz enziminde

degisiklik goriilmemistir. Ayrica serbest radikal detoksifikasyonunda gorev alan GSH-
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Px enziminde de artis saptanmistir. Bu durumun artmis oksidatif strese karsi bir cevap
oldugu diisiiniilmiistiir. inflamatuar siirecte aktive mikroglia ve makrofajlar tarafindan
tiretilen serbest oksijen radikallerinin mitokondrial disfonksiyona neden olarak ATP
tiretiminde azalmaya yol agtigi ve olusan mitokondrial disfonksiyonun da serbest
radikal tUretimine katki sagladigi sonucu bulunmustur. Sonug¢ olarak yapilan c¢alisma
MS’ deki doku hasarinda oksidatif stresin 6nemini ortaya ¢ikarmistir (Fischer ve ark.,
2012).

Van Horssen ve arkadaslart 18 MS’ 1i hastanin otopsi materyali iizerinde
yaptiklart ¢aligmad, antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve hem oksijenaz-1 (HO-1)
diizeylerini MS’li hastalarin beyin dokusunda kontrol grubuna goére daha yiiksek
bulmuslardir. Bu durumun artmis oksidatif strese karsi bir savunma mekanizmasi
oldugunu belirtmislerdir (Van Horssen J., 2008). Hunter ve arkadaslarinin yaptigi baska
bir calismada ise MS hastalar1 kontrollerle karsilagtirildiginda BOS’ ta lipid
peroksidasyon iriinleri anlamli yiiksek saptanirken, plazmada anlamli fark
goriilmemistir (Besler HT., 2003). Seven ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada; 20 RR-
MS hastas1 ve 15 saglikli kiside BOS ve serumda nitrozatif stres belirtecleri olan 3-
Nitrotirozin (3-NT), nitrit ve nitrat seviyeleri bakilmig, bu belirtegler kontrol grubuna
gore MS hastalarinin serumunda diisiik, BOS’ da ise daha yiiksek saptanmistir (Seven
A. ve ark., 2013). Literatiire goére enzim aktiviteleri normal kosullarda BOS’ta daha
fazla goriilmiistiir. Ancak yeterli ¢aligma ile desteklenmediginden nedeni tam olarak

bilinmemektedir (Seven A. ve ark., 2013).

Calismamiza, MS tanisi almis 30 hasta ve 30 saglikli kontrol dahil edildi.
Calismaya katilan bireylerin serumlarinda, antioksidan enzimler olan PON, SOD, GPX
ve oksidatif stresi gosteren MDA, PC ve NO parametrelerine bakildi. Son yillarda bu
konuda birgok c¢alisma yapilmis ve oksidatif stresin hastalik siirecindeki etkisi
arastirillmistir. Yapilan caligmalar oksidatif stresin MS patogenezinde 6nemli roliiniin
oldugunu vurgulamaktadir (Samet 0.,2014). Oksidatif stresin, mitokondrial
disfonksiyon, ATP azligi, KBB disfonksiyonu ve glutamat toksisitesi ile myelin yikimi,
oligodentrosit hasar1 ve aksonal kayipta rol oynadig1 ifade edilmistir (Samet O., 2014).
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Antioksidan bir enzim olan PON, HDL ve LDL’ yi lipid peroksidasyonundan
korumakta ve hidrojen peroksit gibi serbest radikalleri baskilamaktadir. Organizmada
diisik PON aktivitesinin oksidatif hasara katki sagladigi distliniilmektedir. Jamroz-
Wisniewska ve arkadaglarinin 137 MS hastas1 ve 40 kontrol vakasi iizerinde yaptig1 bir
calismada; hastalar ve kontrol grubu arasinda serum PON aktivitesi agisindan anlamli
farklilik saptanmamustir (Jamroz ve ark., 2009). Kurban ve arkadaslarinin 50 MS hastasi
ve 35 saglikli kiside TOS ve PON aktivitesini arastirdigi ¢alismada ise hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (Kurban ve ark., 2010). Ferretti ve
arkadaslarinin yaptigi calismada iyilesme donemindeki MS hastalari ile kontrol vakalari
karsilastirilmig; PON aktivitesi hastalarda kontrollere gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (Ferretti, 2005). Bizim c¢alismamizda ise serum PON aktivitesi, MS
grubunda kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur. Bu durum bize hiicrelerin
oksidatif hasardan korunmasi igin gelistirilen bir cevap olabilecegini diistindiirmiistiir.

Tajouri ve arkadaslarinin 2003 yilinda yapmis olduklari otopsi calismasinda;
aktif MS plaklarinda siliperoksit dismutaz-1 ve glutatyon peroksidaz enzim
ekspresyonlarinin arttigi saptanmistir (Tajouri L., 2003). Van Horssen ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada ise SOD-1, CAT ve HO-1 enzimlerinin aktif MS lezyonlarinda
ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir (Van Horssen J.,2008) ve SOD enziminin
oksidatif strese yanit olarak artti§i sonucuna varilmistir. Bizde calismamizda serum
SOD aktivitesini MS hasta grubunda kontrol grubuna goére artmig olarak bulduk.
Oksidatif hasarlanmaya karst SOD ilk savunma hattidir ve siiperoksit anyonunu
uzaklastirir. SOD enziminin MSS’ de baslica mikroglia ve makrofajlarda oksidatif
strese cevaben tretildigi belirtilmistir (Johnson and Giulivi, 2005). Calismamizda MS’li
hastalardaki SOD aktivitesindeki artistnin  artmis oksidatif strese karsi olusan

adaptasyon mekanizmasi olabilecegi sonucuna varilmastir.

Karg ve arkadaglarimin MS’ 1i hastalarda plazma non-enzimatik antioksidan
seviyelerine (glutatyon, alfa-tokoferol, retinol, siilfidril gruplar1 ve iirik asit) baktiklar
caligmada; okside glutatyon seviyesini atak doneminde, rediikte glutatyon seviyesi ise
hem atak hem de remisyon déneminde yiiksek bulmuslardir (Karg ve ark., 1999).2014
yilinda socha ve arkadaslariin 101 MS, 63 saglikli kontrol ¢alismasinda serum GPx

aktivitesinin MS grubunda azaldigin1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
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oldugunu agiklamiglardir (Socha ve ark., 2014). Bizde ¢alismamizda Socha ve
arkadaslarini destekler nitelikte bir sonug¢ bulduk ancak serum GPx aktivite azalmasini
istatistiksel olarak anlamli bulamadik. Yapilan ¢alismalarda da MS hastalarinda GPx’in

rolii agik bir sekilde ortaya konulamamastir.

Keles ve arkadaslarmin 30 SPMS hastast ve 20 saglikli kontrol ile yaptig
calismada lipid peroksidasyon {iriinii olan MDA ’ya bakilmistir. Serum ve BOS MDA
seviyeleri steroid tedavisi oncesi yiiksek saptanmistir (Keles ve ark., 2001). Hastalarin
5-7 giin arasi ortalama 0.5-1 gr metilprednizolon ile tedavi edilmesinden sonra bakilan
serum ve BOS MDA seviyelerinde anlamli diisme goriilmiistiir. Tedavi sonrast grupla
kontrol grubu karsilastirildiginda serum MDA seviyelerinin benzer oldugu saptanmustir.
Steroid tedavisi sonrasi MDA seviyesinin nasil distiigli sorusunun aydinlatilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir. 2012 yilinda yapilan baska bir ¢calismada M.Adamczyk
ve arkadaglari; serum MDA diizeyinin MS hastalarindaki seviyesinde 6nemli bir artis
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Adamczyk M., 2012). Bizde ¢alismamizda serum MDA
diizeyi MS grubunda kontrol grubuna kiyasla artmis olarak bulduk. Bu sonug bize

oksidatif stresin MS grubunda arttigin1 géstermektedir.

2013 yilinda Ferreira ve arkadaslarimin yaptiklari calismada, MS hastalarindaki
NO seviyeleri kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur. Hastalik siiresi ve oOziirliiliik
skorlar1 ile NO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigi
belirtilmistir (Ferreira ve ark., 2013). Yiiksek diizey NO metabolitlerinin KBB
bozulmasi, direkt doku hasari, aksonal iletimin engellenmesi ve plak olusumu gibi
yollarla MS’un gelisimine katki sagladig: ifade edilmektedir (Ferrewra ve ark., 2013).
Bizim calismamizda da serum NO diizeyi, MS hasta grubunda kontrol grubuna gore
artmis olarak bulunmustur. Bu sonu¢ MS hastalarinda gelisen oksidatif stresi destekler

niteliktedir.

Oliveira ve arkadaglart 2016 yilinda 258 MS’li ve 249 kontrol grubuyla yaptigi
bir ¢aligmada PC seviyesinin hasta ve kontrol arasinda herhangi bir degisim olmadigini
gozlemlemistir (Oliveira, 2016). Kallaur ve arkadaslarinin 2016 yilinda 212 MS hastasi
ve 249 kontrol grubuyla yaptiklar1 ¢alismada protein karbonil diizeyini MS grubunda
kontrol grubuna kiyasla artmis olarak bulmustur (Kallaur ve ark.,2016). Bizim

calismamizda ise serum PC diizeyi MS hasta grubu ile kontrol grubu
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karsilagtirildiginda, serum PC diizeyi MS grubunda kontrol grubuna kiyasla azalmig
bulundu ancak MS hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunamadi. Bu durumun hasta ve kontrol sayisinin yetersiz olusu, 6l¢iim ydntemi

farklilig1 gibi nedenlere bagli olabilecegi diisiiniildii.

Yaptigimiz calisma, oksidan ve antioksidan parametreleri bir arada kapsamli olarak
iceren bir galisma niteligindedir. Calismamiz sonuglara gére MS’li hastalarda MDA ve
NO gibi oksidatif parametrelerin yiiksek oldugu goriilmiis ve oksidatif stresin MS
patogenezine katki saglayabilecegi diisiiniilmiistir. PON ve SOD gibi antioksidan
parametrelerde goriilen artis iSe artmis oksidatif strese karsi olusan adaptasyon mekanizmasi
olabilecegini akla getirmektedir. Bu calismada GPx ve PC seviyelerinde anlam
bulunamamasi, dl¢lim yonteminin belirsizligine ve hasta sayisinin yetersiz olmasina
bagli olabilir. Bu sebeple dlgiim yontemindeki belirsizligin ortadan kaldirilarak daha
cok hasta sayisi ile calismanin tekrarlanabilecegi; hastalarin ¢evresel faktorlerinin daha
detayli incelenerek antioksidan alinip alinmamasi, hastalik siiresi ve hastalik seyri gibi
faktorlerin hastalifa etkisinin olup olmadig1 goz Oniine alinarak daha ileri caligmalar

yapilmasi kanaatindeyiz.
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