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OZET

Romatoid artrit (RA), eklemlerde tutulum gosteren kronik ve inflamatuvar bir
otoimmiin hastaliktir. Patogenezi tam olarak bilinmeyen RA’da uygulanan tedaviler
semptomlar1 hafifletmeyi amaglar. Endojen veya ekzojen yollar sonucu ortaya ¢ikan
reaktif oksijen tiirleri; hiicre yapisindaki makromolekiilleri oksidatif hasara ugratarak
bir¢ok hastalik ile iliskilendirilen hasarli iirlinlerin olusumuna yol agmaktadir. Bu tez
calismanin amacit; RA hastalarinda ve saglikli kisilerde oksidatif DNA hasari ve lipit
peroksidasyonu diizeylerinin arastirilmasi, ayni zamanda RA hastalarinin alt1 aylik
rutin tedavileri sonucundaki degisimini oksidatif hasar parametreleri agisindan
prospektif olarak incelemektir. Ayrica alti aylik tedavi siireci sonunda hastalarin
Hastalik Aktivite Skoru (DAS28 skoru), Saglik Degerlendirme Anketi (HAQ) skoru,
C-Reaktif protein (CRP) ve eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) diizeyleri ile oksidatif
makromolekiil hasari diizeyleri arasindaki iligkinin incelenmesidir.

69 RA hastast ve 31 saglikli kontroliin dahil edildigi ¢alismada oksidatif DNA
hasarinin baslica gostergeleri olan 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG), 8,5’-siklo-
2’-deoksiadenozin’in R ve S formu (R-cdA, S-cdA) olan niikleozitler ve lipit
peroksidasyonunun son {iiriinlerinden 8-izoprostan (8-iso-PGF,,) diizeyleri incelendi.
Hasta ve kontrol gruplarinda niikleozit hasarini belirlemek i¢in sivi kromatografi
tandem kiitle spektrometri (LC-MS/MS) yontemi; lipit peroksidasyonu diizeyini
belirlemek i¢in ise enzim immiinoassay (ELISA) yontemi kullanildi.

Calisma sonucunda RA tanisi alan hastalarin 8-OH-dG, R-cdA ve 8-izoprostan
diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,003; p=0,005; p<0,001). Hastalarin alt1 aylik tedavi sonrasi oksidatif hasar
parametreleri incelendiginde hastalarin tedavi sonrasi 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA
seviyelerinde tani aldiklart zamana gore anlamli diizeyde azalma goriiliirken
(sirastyla p=0,001; p=0,040; p<0,001); 8-izoprostan seviyesinde ise anlaml diizeyde
yiikselme gozlendi. (p=0,010). Tedavi sonrasi hastalarin DAS 28 skoru, HAQ skoru,
CRP ve ESH diizeyleri tedavi Oncesine gore anlamli diizeyde diisiik bulundu
(swrastyla p<0,001; p=0,002; p=0,017; p=0,001). Hastalar, alt1 aylik tedavi sonucunda
hastalik siddetindeki degisime gore (DAS 28 skoru) gruplandirildiginda, tani
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aldiginda alevli donemde olup tedaviyle remisyona giren hastalarda DAS 28
skorundaki diisiisle beraber 8-OH-dG ve S-cdA seviyelerinde de tedavi 6ncesine gore
tedavi sonrasinda anlamli diizeyde azalma goriildii (sirasiyla p<0,001; p=0,003;
p=0,005). Hastalarin tan1 aldiklar1 donemde 6lgiilen ESH ve S-cdA diizeyleri disinda
gozlenen iliski haricinde (r=0,307; p=0,011) Kklinik parametreler ve oksidatif hasar
diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Yapilan ¢alisma, RA hastalarinda ayni anda {i¢ farklit DNA hasar1 parametresi
ve lipit peroksidasyon {liriinii diizeylerinin, hem saglikli kontrollerle karsilastirildig
hem de hastalara uygulanan tedavi sonrast Ol¢limiin yapildig1 ilk ¢aligmadir. RA
hastalarinda taniy1 takiben saglikli kontrollere gore artmis oksidatif makromolekiil
hasar1 diizeyleri, hastaligin patagonezinde oksidatif stresin belirleyici rolii oldugunu
gostermektedir. Ayrica uygulanan tedavi siirecinin oksidatif DNA hasarim
baskilarken lipit hasarini ise indiikledigi gosterilmistir. Bu agidan caligmamiz
oksidatif DNA ve lipit hasar olusumunun RA tedavisi siirecine farkli mekanizmalarla
ve birbirlerine gore zit sekilde cevap verdigini ortaya koymaktadir. Calismamiz
kapsaminda elde edilen bulgularin RA’nin ayirici tanisina, klinik seyrine ve tedaviye
yanitin degerlendirilmesine 151k tutacagi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: ELISA, oksidatif stres, romatoid artrit, tandem kiitle

spektrometri

Tez Sayfa Adedi: 96

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Gamze TUNA
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PROSPECTIVE INVESTIGATION OF THE OXIDATIVE DNA DAMAGE
AND LIPID PEROXIDATION LEVELS IN PATIENTS WITH
RHEUMATOID ARTHRITIS

Master Thesis
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic and inflammatory autoimmune disease
that is involving the joints. Current clinical approaches aim to alleviate the
symptoms, although the pathogenesis of RA yet to be known. Reactive oxygen
species formed both endogenously and exogenously. By attacking cellular
macromolecules, they lead to the formation of oxidatively damaged end products
which are related to many diseases. This study aims to investigate the changes in
DNA nucleoside damage and lipid peroxidation levels in patients with RA after six
months of treatment, along with the comparison of healthy controls and patients with
RA. We also aim to prospectively examine the relationship between the Disease
Activity Score (DAS28 score), Health Assessment Questionnaire (HAQ) score, C-
Reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESH) levels and
oxidative macromolecule damage levels at the end of the six-month treatment period.

69 RA patients and 31 healthy controls were included in the study. As the main
indicators of oxidative DNA damage 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OH-dG), R and
S forms of 8,5'-cyclo-2'-deoxyadenosine (R-cdA and S-cdA); and for the evaluation
of lipid peroxidation, 8-isoprostane which is one of the end products of peroxidation
was investigated. The liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) method was used to determine nucleoside damage, and the Enzyme
immunoassay (ELISA) method was used to determine the level of lipid peroxidation.

As a result of our study, 8-OH-dG, R-cdA, and 8-isoprostane levels of the
patients found significantly higher than the healthy controls (p=0.003; p=0.005;
p<0.001, respectively). After six months of treatment, a significant decrease was
observed in the 8-OH-dG, R-cdA, and S-cdA levels of the patients (p=0.001;
p=0.040; p<0.001, respectively); in contrary, the level of 8-isoprostane found higher
after treatment than before treatment (p=0.010). DAS 28 and HAQ scores, CRP, and
ESR levels of the patients were found significantly lower after treatment than before
treatment (p<0.001; p=0.002; p=0.017; p=0.001, respectively). The patients grouped
according to the change in disease severity after six months of treatment, a decrease
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in DAS 28 score along with 8-OH-dG and S-cdA levels was observed after treatment
than before, in patients who were in flare-up period at the time of diagnosis and went
in remission after treatment (p<0.001; p=0.003; p=0,005, respectively). No
correlation was found between clinical parameters and oxidative damage levels
except ESR measured at diagnosis and S-cdA measured at diagnosis (r=0.307;
p=0.011).

This is the first study in the literature that compares three different DNA
damage parameters and lipid peroxidation product levels simultaneously before and
after the treatment applied to the patients, besides the comparison of healthy controls
and patients with RA. In addition, it has been shown that the applied treatment
process suppresses oxidative DNA damage and induces lipid damage. In this respect,
our study reveals that oxidative DNA and lipid damage formation respond to the RA
treatment process with different mechanisms and in opposition to each other. We
believe that the findings obtained within the scope of our study will shed light on the
differential diagnosis of RA, its clinical course, and the evaluation of the response to
treatment.

Key Words: ELISA, oxidative damage, rheumatoid arthritis, tandem mass
spectrometry

Page Number: 96

Advisor: Asst. Prof. Gamze TUNA
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Romatoid artrit (RA), periferik eklemlerin simetrik tutulumu ile birlikte kartilaj
ve kemik tahribatina yol acan eroziv sinovit ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir.
Kardiyovaskiiler, pulmoner, psikolojik ve iskelet sistemi rahatsizliklari gibi
multisistemik etkileri de olabilmektedir. Mevcut tedavi stratejileri semptomlari
hafifletmeye yonelik olup; yeni tamiy1r takiben “Hastalik Modifiye Edici Anti-
Romatizmal Ilaglar (DMARD)” ile tedavi siireci baslamaktadir. DMARD tedavisine
ragmen hastalik aktivite skoru (DAS 28) yiiksek seyreden hastalara biyolojik ajan
tedavileri  uygulanmaktadir.  Biyolojik  ajanlar, romatizmal hastaliklarda
inflamasyonun farkli noktalarinda etkili olarak inflamasyonu indiikleyen 0zgiin
yolaklart ve sinyalleri inhibe etmektedirler. RA hastaligi, hastalarin fonksiyonel
kapasitesini azaltirken, morbidite ve mortalite oranlarini arttirmakta; ayrica sosyal
hizmetler ve saglik alanlarinda 6nemli oranda yiiksek harcamalara neden olmaktadir.
Bu nedenler g6z oOnilinde bulunduruldugunda kronik bir hastalik olan RA’nin
miimkiin olan en etkin strateji ile tedavisi toplumsal ve ekonomik agidan 6nem arz

etmektedir (1).

Patojenik kosullarda artan reaktif oksijen ve nitrojen tirleri lipit, protein ve
DNA gibi makromolekiillere saldirarak oksidatif hasara neden olmaktadir.
Karsinojenite, genomik kararsizlik ve mutajenite ile iligskili olan oksidatif DNA
hasari, uzun vadeli etkileri agisindan kritik bir role sahiptir (2). DNA niikleozit hasar
tirtinlerinden 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG), 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin’in
R ve S formu (R-cdA, S-cdA) oksidatif hasarin giivenilir biyobelirtegleridir (3). Lipit
peroksidasyon iirlinii olan izoprostanlar ise, oksidatif stresin fizyolojik diizeylerinin
en giivenilir gostergelerinden biridir (4). F2 izoprostan ailesinin bir iiyesi olan,
izoprostanlar arasinda viicutta en fazla bulunan ve lipit peroksidasyonunun
belirlenmesinde altin standart olarak belirlenen 8-izoprostan (8-izo-PGF2a), oksidatif
stresin degerlendirilmesinde onemli bir belirtectir (5-8).  8-iz0-PGF2a, RA
hastalarinin artan kardiyovaskiiler hastalik riski ile iligkili olmasi nedeniyle ayrica

Oonem tagimaktadir (9).



RA patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte hastaligin
mekanizmasinda oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi yapilan bircok ¢alisma ile
gosterilmistir (1,10,11). RA patogenezinde oksidatif stres ve buna bagli hasarin
onemi goz Oniinde bulunduruldugunda tedavi stratejilerinin bu hasar1 indirgeme
yetkinlikleri 6nem arz etmektedir. Uygulanan RA tedavilerinin yalnizca 6zgiin ve
stabil olmayan oksidatif stres belirtegleri ile degerlendirildigi birbirinden bagimsiz
calismalar olmakla birlikte tedavinin oksidatif makromolekiil hasaria etkilerinin

prospektif olarak incelendigi sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
1.2. Arastirmanin Amaci
Calismamizda;

J RA hastalarinda hastalik tanist1 kondugu anda ve tedavi siirecinin
altinct ayinda oksidatif DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu

diizeylerinin degisiminin incelenmesi,

o Ayrica, saglikli kontrol grubu ile hastalarin tedavi oncesi oksidatif
hasar diizeylerini karsilagtirarak hastalarin oksidatif hasar durumunun

belirlenmesi,

o Tedavi Oncesi ve tedavinin altinci ayinda dlglilen DAS 28 skorlarina
gore gruplandirilan  hastalarda oksidatif DNA hasari, lipit

peroksidasyonu ve klinik parametrelerdeki farkliliklarin incelenmesi,

o Incelenen makromolekiil hasar diizeylerinin hastaligin klinik bulgular:

ile iliskisinin arastirilmas1 amaglanmaktadir.
Bu amaglar dogrultusunda ¢alismamizin baslica hedefleri:

» Hastalarin tedaviye baslamadan oOnceki oksidatif makromolekiil hasari
diizeylerinin saglikli kisilerdeki hasar diizeyleri ile karsilastirmak i¢in yeni tani
alan hastalardan ve saglikli kisilerden alinan sabah ilk idrar orneklerinde lipit
peroksidasyon iiriinii olan 8-izoprostan’in ELISA yontemiyle; oksidatif niikleozit
hasar1 triinleri olan §-OH-dG, R-cdA ve S-cdA diizeylerinin LC-MS/MS ile

Olgiilmesi,



RA’da uygulanan rutin tedavinin lipit peroksidasyonu ve oksidatif DNA hasari
diizeyleri tizerine etkisini uzun vadede degerlendirmek i¢in DMARD/biyolojik
ajan tedavisine baslayan hastalardan tedavinin altinct aymnda alinan idrar
orneklerinde 8-izoprostan, 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA diizeylerinin 6l¢iilmesi ve

Olciilen parametrelerin tedavi 6ncesi donemdeki diizeyleri ile karsilastirilmasi,

Hastalarin tani aldigi donemde ve alti aylik tedavileri sonrast 6l¢iilen hastalik
aktivite skoru (DAS 28), saglik degerlendirme anketi (Health Assessment

Questionare-HAQ) skoru ve inflamasyon parametrelerinin karsilastiriimasi,

Hastalarin tani aldiklar1 andaki hastalik siddeti skorlarina gore alevli donemde
(DAS 28 >2,6-Alevli Grup) ve remisyon doneminde (DAS 28 <2,6-Remisyon
Grubu) olacak sekilde gruplandirilmasi ve gruplar arasinda tedavi Oncesi

oksidatif makromolekiil hasar1 diizeylerinin karsilagtirilmas,

Hastalarin tani aldiklar1 donemde (0. ay) ve alt1 aylik tedavi siiregleri sonundaki
DAS 28 skorlarindaki degisime gore gruplandirilmasi (Remisyonda baglayip
remisyonda kalan; Alevli baslayip remisyona giren; Alevli baslayip Alevli kalan)
ve gruplarm 0. ay ve 6. ay oksidatif hasar ve klinik parametrelerinin her bir
grupta incelenmesi, ayrica ii¢ grubun tedavi sonrasi oksidatif hasar ve klinik

parametrelerinin karsilastirilmasi,

Hastalarda klinik parametreler ile oksidatif hasar parametrelerinin iliskisini
incelemek i¢in; c¢alismaya dahil edilen hastalarda lipit peroksidasyonu ve
oksidatif DNA hasar1 diizeylerinin; DAS 28, HAQ skoru ve inflamasyon

parametreleri ile korelasyonunun incelenmesidir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Arastirmamizin baslica hipotezleri

v Yeni tam alan RA hastalarinin oksidatif DNA hasar1 ve lipit

peroksidasyon diizeyleri, kontrol grubuna gore yiiksektir.

v" RA tedavisi, oksidatif DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu diizeylerine

etki etmektedir.



v' Hastalarin tan1 aldigi donemde ve tedavi sonrasi dlgiilen DAS 28 skoru,
HAQ skoru ve inflamasyon parametrelerinin diizeyleri farklilik

gostermektedir.

v" Incelenen makromolekiil hasar diizeylerinin hastaligin klinik bulgulari ile

iliskisi vardir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Romatoid Artrit

Romatoid artrit (RA); eklemlerde simetrik tutulum gosteren, kronik ve
inflamatuvar bir otoimmiin hastaliktir. Etnik kokene gore degiskenlik gdsterse de
diinya genelinde ~%1 prevalansa sahip olan RA, en sik goriilen kronik inflamatuvar
hastaliktir (12-14). RA’nin kardiyovaskiiler, pulmoner, psikolojik ve iskelet sistemi
rahatsizliklar1 gibi multisistemik etkileri de olabilmektedir. Hastalarin bireysel olarak
yasadig1 kas-iskelet sistemi bozukluklari, yasam kalitesinin diismesi, fiziksel
kisitlamalar, yiiksek hastane ve ila¢g masraflar1 gibi olumsuz etkilerin yani sira is
giictinii diismesi gibi olumsuz sosyoekonomik etkileri de vardir (12,15). Hastalik her
yasta baslayabilir ancak genelde ileri yas hastalig1 olarak ortaya ¢ikar ve kadinlarda
erkeklere oranla daha sik goriilmektedir (13,14). RA etiyolojisi ve patolojisi heniiz
tam olarak aydinlatilmamis olsa da gevresel ve genetik bircok faktdrden etkilendigi

bilinmektedir (16).
2.1.1. Tani ve Stniflandirma

RA tanisi igin kesin bir tan kriteri bulunmamaktadir. Buna karsin American
College of Rheumatology ve European League Against Rheumatism (ACR/EULAR)
tarafindan 2010 yilinda belirlenen puanlama sistemi ile eklem tutulumu, serolojik
bulgular, semptom siiresi ve akut faz reaktanlarinin konsantrasyonuna gore tani
konulmaktadir (17,18). Kisiye RA tanis1 konmasi i¢in en az bir ekleminde tutulum
goriilmeli ve kisi ACR/EULAR Kkriterlerinde on iizerinden en az alti puan almalidir.
(Tablo-1). ImmiinoglobulingG’ye karsi olusan bir otoantikor olan Romatoid Faktor
(RF) ve anti-sitriiline protein antikoru (Anti citrulinated peptides/proteins-ACPA),
hastalarin %80’inde bulunurlar. RF diger otoimmiin hastaliklarda ve hatta saglikli

kisilerde de goriilebilirken ACPA, RA’ya daha spesifiktir (19,20).



Tablo 1. ACR/EULAR Kriterleri

Eklem Tutulumu (0-5)

1 bityiik eklem
2-10 kiiciik eklem
1-3 kiictik eklem (biiyiik eklemler degerlendirilmez)

4-10 kiigiik eklem (biiyiik eklemler degerlendirilmez)

GlWIN|F~,|O

10’dan fazla eklem (en az biri kiigiik eklem olmalr)
Seroloji (0-3)
Negatif RF ve Negatif ACPA
Diisiik pozitif RF veya diisiik pozitif ACPA
Yiiksek pozitif RF veya yiiksek pozitif ACPA
Semptom Siiresi (0-1)

N O

<6 hafta

>6 hafta 1
Akut Faz Reaktanlari (0-1)

Normal CRP ve normal ESH

Normalden sapan CRP veya ESH

Tedavi boyunca hastaligin seyrini takip etmek ve derecelendirmek igin
hastanin 28 farkli eklemindeki tutulum derecesi, eritrosit sedimentasyon hizi
(erythrocyte sedimentation rate-ESH) ve C-reaktif protein (CRP) degerleri ile
hesaplanan hastalik aktivite skoru (Disease Activity Score 28-DAS 28) puanlamasi
kullanilmaktadir (21,22). DAS 28 skoruna gore remisyon, diisik siddetli, orta
siddetli ve ¢ok siddetli olacak sekilde hastaligin aktivitesi belirlenir (Tablo-2).
Ayrica, hastanin cevaplandirdigi bir anket iizerinden fonksiyonel durumu
degerlendirmek icin gelistirilmis Saglik Degerlendirme Anketi (Health Assessment
Questionnaire-HAQ), RA’da hastanin yasam kalitesini belirlemede kullanilmaktadir
(23).

Tablo 2. DAS 28 Skoruna gore RA hastaliginin evreleri

Hastahgin Aktivitesi DAS 28 Skoru
Remisyon <26
Diisiik Siddetli Hastahk >2,6-<32
Orta Siddetli Hastahk >32-<51
Cok Siddetli Hastahk >51




2.1.2. Risk Faktorleri / Etiyoloji

RA, genetik temelleri olan ancak ¢evresel etkenlerle de tetiklenebilen
multifaktoriyel bir hastaliktir. Yapilan ikiz ¢caligmalari, hastalik riskinin ortak genetik
faktorlerden etkilendigini gostermektedir (12,14). Hastalikla iliskilendirilen genler
“Ortak Epitop (Shared Epitope)” adi verilen ve glutamin-16sin-arjinin-alanin-alanin
(QKRAA) aminoasitlerinden olusan bir bolge icerirler. En iyi bilinen risk geni,
kromozom 6’da bulunan HLA (Human Leukocyte Antigen - insan Lokosit Antijeni)
genleridir. Ozellikle HLA-DRB1 (HLA-Class 2 Antigen D Related Beta Chain 1)
allellerinin varligi RA prevalansin1 arttirir. Ortak epitop tasiyan bir¢ok genin

varligiyla artan hastalik riski, seropozitif RA ile iliskilendirilmistir (12,16).

Sigara igmek, bilinen en 6nemli ¢evresel faktordiir. Seropozitif RA riski, sigara
kullanimi sikligina bagli olarak artar (24). Sigara kullanimini biraktiktan yaklagik 20
yil sonra dahi RA riski, sigara kullanmayan kisilere gore yiiksek seyreder (25,26).
Sigara tliketimi ve HLA-DRBI1 geni arasinda gen-gevre etkilesimi vardir. HLA-
DRBI1 genine sahip olmak ve sigara icmek, sadece sigara igmek veya sadece gene

sahip olmaktan ¢ok daha fazla risklidir (26,27).

Enfeksiyoz ajanlar, RA’y1 baslatan ¢evresel etkenler arasinda yer almaktadir
(16,28). Joo ve arkadaglari 2019 yilinda yayimnladiklari ¢alismada 24,117 hastayi
takip ederek viral solunum yolu enfeksiyonlarinin RA olusumunu tetikledigini
gostermistir. Incelenen 8 viriis arasinda parainfluenza viriisii, koronaviriis ve
metapneumoviriis artan RA ile iliskilendirilebilmistir (29). Viriislerin otoimmiin bir
hastalig1 baslatabilmesi i¢in Onerilen cesitli mekanizmalardan en kabul goreni
“Molekiiler Taklit”tir ve bir viriis antijeninin, bir konakg¢1 antijeni taklit ederek T
hiicrelerini aktive etmesi sonucu immiin yanit olusturmasi ile agiklanmaktadir
(16,29). Epstein + Barr viriisiinde ve Escherichia coli'de bulunan prokaryotik
sekanslar ile ortak epitop arasindaki dizi homolojisi, molekiiler taklitgiligin RA

baslangicina katkida bulunma olasiligini cazip kilmaktadir (28,30,31).

Popiilasyonun %]1’ini etkileyen RA, siklikla 40-50 yaslarda goriliir (28,32).
RA’nin kadimnlarda 2-3 kat daha siklikla goriildiigli bilinmektedir. Bu oran yaslara
gore incelendiginde 40 yasa kadar kadinlarda 3 kat siklikla, 55-65 yas araliginda



kadinlarda 2 kat siklikla goriilen RA, 65 yas st kisilerde ise erkeklerde daha sik
goriilmektedir (32). RA’nin 6zellikle menopoz 6ncesi kadinlarda daha sik goriilmesi,
Ostrojen ve progesteronun immiin yaniti ve inflamasyonu diizenleyici etkileriyle
aciklanmaktadir (32-34). Hamilelik sirasinda birgok kadin remisyona girse de
hamileligin hastalik {izerindeki etkileri kesin olarak bilinmemektedir. Bazi
aragtirmalar hem erkek hem de kadin RA hastalarinda androjen seviyelerinin diistiigii
gosterilmistir, ancak bunun hastalifin bir nedeni mi yoksa bir etkisi mi oldugu

tartismalidir (30,32,34).
2.1.3. Hastaligin Patogenezi

Multifaktoriyel olarak epigenetik diizenlemelerle kontrol edilen RA
patogenezinin tiim ayrintilari heniiz aydinlatilamamistir. Buna karsin RA, sinovyal
inflamasyon, sinovayal membranin hiperplazisi, otoantikor olusumu ve eklem

tahribati ile karakterize bir hastaliktir (16).

Saglikli kosullarda sinovyum, tek katmanli ince bir membranla sarilidir.
Sinovyal membranda Tip A: makrofaj benzeri sinovyositler ve Tip B: fibroblast
benzeri sinovyositler (Fibroblast-like synoviocytes - FLS) olmak iizezre iki tip hiicre
bulunmaktadir. Sinovyal membranin kalinlasmasi, RA’y1r diger inflamatuvar
artritlerden ayiran bir 6zelliktir (19). RA kosullarinda sinovit adi verilen sinoyvum
iltihabi, 16kositlerin sinovyuma gog¢ etmesiyle baslar. Sinovyumda ¢ok ¢esitli hiicre
tipleri goriinmektedir. Bu hiicre tipleri basta T ve B hiicreler, plazma hiicreleri,
makrofajlar olmak iizere daha az sayida dentritik hiicreler, mast hiicreleri, natural
killer hiicreler ve ¢ok daha az siklikla noétrofillerdir (16,19,35). RA’ya 6zgii olan
yapilardan biri de “pannus” adi1 verilen dokudur. Sinovyal membrandan koken alan
bu yapimin kemik tahribatinda rol aldig1 diistintilmektedir (19,36). Saglikli bir eklem
yapisiyla RA’l1 eklem yapisi arasindaki farklilik Sekil-1’de sematize edilmistir (37).
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a) Saglikli eklem yapisi. b) Romatoid artritli eklem yapisi.

Sekil 1. Saglikli eklem yapisi ile RA’l1 eklem yapisi arasindaki farklar (37)

B hiicreler, dentritik hiicreler ve makrofajlar anitjen sunan hiicrelerdir (APC)
ve RA durumunda anormal &z-antijenler (self-antijenler) sunarak T lenfositlerin
otoreaktif hale gelmelerini saglarlar. B hiicreler ayn1 zamanda romaotid faktor olarak
bilinen ve RA’nin tamisinda Olgiimii gerceklestirilen otoantikorun iiretiminden

sorumludur (19,35).

Sinovyumdaki inflamatuvar hiicrelerden salinan sitokinler, kemokinler ve
bliylime faktorleri romatoid sinovitin olusumu ve idamesinde rol oynayan
molekiillerdir. Tiimor nekroz faktér (TNF-a), transforme edici biiyiime fakrétii
(TGF-B), graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktér (GM-CSF), Interlokin 1 (IL-1),
IL-6, 12, 15, 18 ve 23 sinovitin bilinen aracilarindandir (19,38). Ozellikle TNF- q,
bircok sitokinin immiin hiicrelerden salinimini uyararak pro-inflamatuvar bir etki
gosterir. TNF- a, IL-6, 8 ve 10’un ekspresyonunu arttirir ancak IL-1 ve GM-CSF’yi
baskilar (19,35). IL-6’nin ise viicutta hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar
etkileri vardir. Lokal olarak 16kosit aktivasyonu ve otoantikor {iretimini uyarirken
sistemik olarak akut faz reaktanlarinin iiretimine, anemiye ve lipit metabolizmasinin
bozulmasina neden olur (16,19). RA hastalarinda hem serum hem de sinoyvum IL-6
seviyeleri yiikselmektedir. IL-6 FLS’lerden {iretilse de ana kaynaklarinin makrofajlar
oldugu diistiniilmektedir.



2.1.4. Hastaligin Tedavisi

Omiir boyu takip gerektiren RA hastaligmin kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Kronik seyreden hastalik bazi donemlerde alevlenir, bazi
donemlerde ise belirti gostermeyerek remisyona girer. Giincel RA tedavilerinin
birincil hedefi hastayr kalic1 olarak remisyona sokmak; remisyona ulagilamadigi
durumlarda ise disiik hastalik seviyesine inmektir (39). Tedavideki esas amag
kikirdak ve kemik yapisindaki hasarin olusmasini veya ilerlemesini engelleyerek

fiziksel islevin, yasam kalitesinin ve ¢alisma kapasitesinin iyilestirilmesidir.

Tan1 itibariyle RA hastalarina verilen DMARD grubu ilaglar; Metotreksat
(Methotrexate), Siilfasalazin (Sulfasalazine), Leflunomid (Leflunomide) ve
Hidroksiklorokin (Hydroxychloroquine)’dir (40,41). DMARD tedavisi hastanin
baslangi¢ anindaki hastalik siddetine gdre baslangigtan itibaren monoterapi ya da
kombinasyon halinde olabilecegi gibi; hastalik gidisatinda yeterli kontrol
saglanamazsa tek DMARD tedavisine diger DMARD’lar eklenerek kombinasyon
tedavisi seklinde de siirdiirtilebilir. RA’l1 erigskin hastalarda; biri metotreksat olmak
tizere en az ii¢ farkli DMARD; en az {iger ay kullanmis olmasina ragmen DAS 28
skorunun 5,1’in iizerinde oldugu yani hastalik aktivitesinin kontrol altina alinamadigi
durumlarda biyolojik ajan tedavisine baglanir (42). Biyolojik ajan tedavisinde
kullanilan ilaglar, etki mekanizmalarina gore bes ana gruba ayrilir; Tiimor Nekroz
Faktori (TNF) inhibitorleri, interlokin-6 reseptor antagonistleri, B hiicre

baskilayacilari, T hiicre kostimiilator sinyal medyatdrleri ve Janus Kinaz inhibitorleri

(43,44).

Bunun yani sira tedavide siklikla kullanilan kortikostreoidler, kisa siirede yanit
almak i¢in kullanilir. Hastalarin semptomlarini hizlica hafifleten bu ilaglar ciddi yan
etkilere sebep olabildigi i¢in uzun siire kullanilmasi tavsiye edilmez ve genelde {ic-
dort aylik kullanimlart s6z konusudur. Ayrica her ne kadar semptomlar: hafifletseler

de hastaliga bagl eklem hasarini 6nlemede herhangi bir etkileri yoktur (18).
2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Hayatimizin vazgecilmez bir unsuru olan oksijen molekiilii, hiicre i¢i metabolik

stireclerde suya indirgenir (45). Bu indirgenme siirecinin ara basamaklarinda olusan
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baz1 molekiiller yoriingelerinde eslenmemis elektron bulunduran serbest radikallerdir
(1,2). Serbest radikaller, yapilarinda bulunan eslenmemis elektronlardan dolay1
kararsiz yapidadirlar ve ¢ok reaktiflerdir. Eslenmemis elektronlarini esleyerek kararl
hale gelmek isteyen serbest radikaller, hiicre yapisindaki bir¢ok makromolekiile zarar

verir (46-48).

Oksijenden koken alan serbest radikaller; reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
adlandirtlir  (46,47). Reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogu; normal, rutin aerobik
metabolizma sirasinda olusur ve bu sebeple saglikli hiicrelerde de ROT
goriilmektedir. Elektron tagima zincirinde meydana gelen elektron sizintilari, ROT
olusumuna sebep olur (49). ROT olusumunun en O6nemli kaynaklarindan biri
bagisiklik sisteminde gorevli fagositik hiicrelerin ¢ok hizli oksijen tiiketmesidir.
Bunun yani sira iyonize radyasyon, kullanilan ilaglar, uygulanan diyet gibi ¢evresel

faktorler de serbest radikal olusumunu arttirabilmektedir (47,48).

Oksijenden koken alan ve c¢ok reaktif olmasina ragmen radikal olmayan bazi
tirler de mevcuttur (Tablo-3) (50). Bu molekiiller, yapilarinda eslesmemis elektron
bulundurmazlar. Bu sebeple “serbest oksijen radikalleri” yerine “reaktif oksijen

tiirleri” terimi, literatiirde daha yaygin kullanilmaktadir (46).

Tablo 3. Serbest radikal olan ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri

ROT - Serbest Radikaller ROT - Radikal Olmayan Tiirler

e Siiperoksit, 0, Hidrojen peroksit, H,0,

e Hidroksil, *OH Hipokloroz asit, HOCI

e Peroksil, *RO,

Organik peroksit, ROOH

e Alkoksil, *RO

Hipobromdz asit, HOBr

e Hidroperoksit, *HO,

Peroksomonokarbonat, HOOCO,

Biyomolekiillerin birgogu radikal degildir. Bir serbest radikal, radikal olmayan
baska bir molekiille reaksiyona girdiginde yeni bir radikal olusur ve bir zincirleme
reaksiyon baglayabilir (50,51). Bir serbest radikal; radikal olmayan baska bir
biyomolekiile dort farkl yolla saldirabilir (50):
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1) Serbest radikal, diger molekiile eklenebilir. Olusan yeni bilesikte eslenmemis
elektron mutlaka bulunur. En iyi 6rnegi; OH radikalinin, DNA’daki guanin

halkasinda 8. pozisyona katilarak tirettigi ilk tirtindiir.
X*+Y—» [X-Y]°®

2) Radikal, radikal olmayan molekiile elektron vererek indirgen gibi

davranabilir. Sonugta alic1 eslenmemis bir elektron kazanmais olur.
X +Y—> X' +Y"

3) Radikal bir yiikseltgen olarak davranir ve radikal olmayandan bir elektron
alabilir. Elektron kaybeden radikal olmayan molekiiliin eslenmemis bir

elektronu kalir ve boylelikle radikal 6zelligi kazanir.
PR+ OH*—> PR®*" + OH’

4) Radikal, radikal olmayan molekiildeki C-H veya N-H baglarindan hidrojen
atomunu koparabilir. Hidrojen atomu tek elektronlu oldugu i¢in C veya N

atomunda bir elektron bosta kalir.

; CH+OH® —>;C°+HZO

Viicutta serbest radikal olusumunun ve dolayisiyla reaktif tiirler kaynakli
oksidatif hasarin kontrol altinda tutulmasi i¢in gelistirilen savunma mekanizmalari
vardir. Bu savunma mekanizmalar1 antioksidan savunma sistemleri adin1 alir (50,52).
Normal kosullarda reaktif tiirler ve antioksidan savunma sistemi arasinda,
milkemmel olmasa da, bir denge vardir. Reaktif tlrlerin artisina karsilik
antioksidanlarin yetersiz kalmasi; oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar lehine
kaymasi durumu “oksidatif stres” olarak adlandirilir (47,50,52). Oksidatif stres
durumunda kontrol edilemeyen reaktif oksijen tiirleri, kararli hale gelebilmek igin
DNA, lipit ve protein gibi hiicre bilesenlerine verdikleri zarara “oksidatif hasar”
denmektedir. Oksidatif hasar uzun vadede hiicre membrani yapisinda ve isleyisinde
ciddi bozulmalara sebep olarak bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir.
Ozellikle DNA ve lipit hasar iiriinlerinin baslica kaynag reaktif oksijen tiirlerinin

saldirisidir (53). Organizmada siklikla rastlanan DNA ve lipit hasar tiriinleri, viicut
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stvilarinda  tespit edilebilir ve kiimiilatif oksidatif hasarin belirlenmesinde
kullanilabilir. Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda, oksidatif hasar1 incelemek adina,
oksidatif DNA niikleozit hasarinin baslica gostergeleri olan 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA

ve lipit peroksidasyonunun son tiriinlerinden 8-is0-PGF,, diizeylerini inceledik.
2.2.1. Oksidatif DNA Hasart

Canlilarin kalittm materyali olan DNA, hiicresel metabolizma sirasinda veya
cevresel etkiler sebebiyle siirekli olarak hasara maruz kalmaktadir. Reaktif oksijen
tiirlerinden kaynaklanan hasar, “oksidatif DNA hasar1” adini1 alir ve DNA hasarinin
en Onemli kaynaklarindan biridir. DNA hasar1 DNA’daki ¢ift veya tek zincir
kiriklari, bazlarda meydana gelen ¢esitli modifikasyonlar, abazik bolgeler, zincirler
aras1 veya DNA-protein ¢apraz baglar1 gibi birgok farkli sekilde meydana gelebilir
(54,55). Kiimiilatif oksidatif stresin duyarli bir gostergesi olan oksidatif DNA hasari
mutajenite, genomik kararsizlik, karsinojenite ve yaslanma ile iliskili olmasi

nedeniyle kritik bir role sahiptir (56).

Basta yiiksek reaktivitesiyle bilinen hidroksil radikali olmak tizere, reaktif
oksijen tiirleri DNA’nin ¢esitli bilesenleriyle reaksiyona girerek yapilarindaki cift
baglara katilirlar veya DNA yapisindaki C-H baglarindan bir H atomunun
cikartilmasina sebep olurlar. Hidrofilik dogasi geregi hidroksil radikali, tercihen,
yiiksek elektron yogunluguna sahip olan piirin ve pirimidinlerin yapisindaki ¢ift

baglara eklenir (3).

DNA hasar1 sonucu ortaya ¢ikan iriinlerden 8-OH-dG, S-cdA, R-cdA DNA
niikleozit hasarinin baslica belirtegleridir (57). Idrarda kolayca tespit edilebilmeleri,
kimyasal stabiliteleri ve 6zgiin yapilari g6z 6nlinde bulundurularak bir¢ok hastalikta

biyobelirte¢ olarak kullanima uygun olduklar diistiniilmektedir.

Aerobik organizmalar, endojen ve ekzojen faktorlerin etkisiyle serbest radikal
ataklarma siirekli maruz kalmaktadirlar. Organizma i¢in Oliimciil sonuglara yol
acabilecek hasar iriinleri, DNA onarim enzimleri tarafindan kesilirek periferik
dolasima geger ve idrarla uzaklastirilir (3,49). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki
denge sebebiyle hasarli iiriinler, ¢cok diisiik seviyelerde de olsa saglikli bireylerde de

tespit edilebilmektedir.
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ROT; hiicre membranindaki lipitler, hiicre i¢i proteinler veya DNA gibi
makromolekiilleri oksidatif hasara ugratarak bir¢ok hastalik ile iliskilendirilen hasarli
triinlerin  olusumuna yol agmaktadir. RA patogenezi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte hastaligin mekanizmasinda oksidatif stresin 6nemli
bir rol oynadigi yapilan birgok ¢alisma ile gosterilmistir (1,10,11,58). RA
patogenezinde oksidatif stres ve buna bagli hasarin 6nemi g6z Oniinde
bulunduruldugunda uygulanan tedavi stratejilerinin bu hasari indirgeme yetkinlikleri

Oonem arz etmektedir.
8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG)

*OH radikali, guanin yapisina 4, 5 ve 8. karbonlardan katilir. Bu katilma
reaksiyonu sonucunda ara iriin olarak guanin radikalleri olusur. Olusan guanin
radikalleri, oksitlenerek veya rediiksiyona ugrayarak hasar tiriinlerini olusturur (3).
C8’de olusan guanin radikalinin tek elektron oksidasyonu sonucunda 8-hidroksi
deoksiguanin (8-OH-Gua) olusur. imidazol halkasinin agilip tek elektron ile rediikte
olmast sonucu ise 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin  (FapyGua)

olusumu ile sonuglanir (Sekil-2)(3,59).

o] o oM o}
OH -~
HN N=CZ +e,+ H* HN N=CT, HN NH-CHO
.o s ) . "
H=NJ°*“N M rediiksiyon HaN Sy NH HaN Sy NH
Dr!m DNA DNA
2,6-diamino-4-hidroksi-5-
formamidopirimidin
FapyGua
B-fragmemasyonl (Fapy! )

|

o 2 ! o
N ii — +
HN OH 1,2-H-shiit HN +e”,+H HN N _oH
ﬁh — I T <
HoN -y rIJ HoN Sy nlu HgN =Sy~ N
DNA Bhllﬂ

|

redifksiyon
DNA
C8-OH radikali hemiortoamid
oksidasy'onl —e-,—H* oksidasyon l -e-,—H* l‘“zo
o o
gs ! b
HN HN HN
| ‘>_0H _— | >=o /NI A
HzN 'J‘“N hll HzN J‘“\‘N lll HaN k\N N
DNA DNA DP!IA
enol form ketoform Guanin

&-hidroksiguanin (8-OH-Gua) veya 8-oksoguanine (8-
oksoGua)

Sekil 2. 8-OH-Gua ve FapyGua olusum mekanizmasi (57)
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8-oksoguanin (8-okso-Gua), 8-OH-Gua’nin keto tautomeridir ve ayni molekiil
i¢in iki isimlendirme de kullanilmaktadir (55,56). 8-hidroksi deoksiguanozin ise 8-
OH-Gua’nin niikleozid formudur ve 8-OH-dG seklinde gosterilmektedir. Ayni
sekilde 8-0kso-dG de literatiirde siklikla kullanilmaktadir (55).

Biitiin modifiye bazlar i¢inde tamir mekanizmasi en iyi anlasilan 8-OH-
Gua’dir. 8-OH-Gua’nin hiicrede yol agacagi zararlar1 engellemek i¢in bu lezyonu
DNA’dan uzaklastiracak spesifik bir mekanizma geligsmistir. Bu mekanizmanin ilk
basamaginda insan Mut T homolog’u (hMTHI1), 8-OH-dGTP’yi hidrolize ederek
hasarli lezyonu niikleotid havuzundan yok eder. Ikinci savunma hatt1 olarak baz
ekzisyon onarimi (base excision repair-BER) devreye girerek DNA’da yanlis
eslesmis 8-OH-Gua’yr keserek uzaklastirir (54). Niikleustan ve mitokondriyal
DNA’dan uzaklastirilan 8-OH-Gua bazi, idrar ile viicuttan atilir (54,59).

DNA zincirinden baz kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi ile kesilip direkt
olarak idrarla atilmasi, non-invaziv olarak elde edilen idrarda kolayca tayin
edilebilmesi, stabil yapisi ve mutajenik Ozelliklere sahip olmasi 8-OH-dG’nin

calismalarda en ¢ok Ol¢iilen oksidatif biyobelirteci olmasina neden olmustur (60,61).

8-OH-dG ’nin literatiirde karsilasilan bazi diger adlandiriimalari:

7,8-Dihidro-8-0kso-2'-deoksiguanozin; 8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin; 8-OH-
dG; 8-hidroksi deoksiguanozin; 8-Okso-2'-deoksiguanozin; 8-Okso-dG; 8-Okso-7,8-
dihidro-2'-deoksiguanozin; 8-Okso-7,8-dihydro deoksiguanozin.

8,5-siklo-2’-deoksiadenozinler (R-cdA ve S-cdA)

oOH radikalinin, DNA’nin baz veya seker yapisinda ayri ayri hasara sebep
olmasi disinda, oksijen yoklugunda seker ve baz yapilarina ayni anda etki ettigi essiz
bir reaksiyonu da s6z konusudur. e OH radikalinin, DNA’da bulunan adeninin seker
molekiiliindeki 5. karbondan bir H atomunu koparmasini takiben, 5. karbon ile piirin
halkasimin 8. karbonu arasinda halkasal yagiya sahip bir ara {iriin olusur. Olugan ara
tirliniin oksidasyonu ile R- ve S-diastomerleri olan 8,5'-siklopiirin-2'-deoksiadenozin
(R-cdA ve S-cdA) olusur (Sekil-3)(62,63).
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Sekil 3. R- ve S-cdA'nin olusum mekanizmasi (62)

8,5'-siklopiirin-2'-deoksiniikleozidler, yalnizca niikleotid ¢ikarma onarimi
(NER) ile DNA’dan uzaklastirilarak idrar ile viicuttan atilirlar (63,64). R-cdA ve S-
cdA’nin dogru ve tekrarlanabilir 6l¢iimii i¢in izotop isaretli sivi kromatografisi
tandem kiitle spektrometrisi yontemi 6nerilmektedir (63,65). Oldukga stabil yapilari,
idrarda non-invaziv olarak belirlenebilmesi ve en Onemlisi idrardaki kaynaginin
bilinmesi sebebiyle R-cdA ve S-cdA son yillarda oksidatif stresin giivenilir

belirtegleri arasinda yerini almigtir (3,66).
2.2.2. Lipit Peroksidasyonu

Oksidatif stresle paralel olarak tiretimi artan serbest radikallerin stabilize
olabilmek adina saldirdiklar1 en 6nemli biyomolekiillerden biri lipitlerdir. Bu sebeple
lipit peroksidasyonu, oksidatif stresin belirgin bir gostergesi kabul edilir ve birgok
hastaligin patogenezinde lipit peroksidasyon tiriinlerinin asir1 iiretimi géze garpar (5).
Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller veya radikal olmayan oksidanlarin, karbon-
karbon ¢ift bagi iceren lipitlere, ozellikle de ¢oklu doymamis yag asitlerine
(PUFA'lara) saldirarak bir hidrojen koparmasi ve ardindan bu yapiya bir oksijen
eklenmesiyle lipit peroksil radikallerinin ve hidroperoksitlerinin olusma siireci olarak
tanimlanir (67). Lipit peroksidasyonu, hiicre membran1 yapisindaki lipitlerde
gerceklesebildiginden, membranin biyolojik 6zelliklerinde degisime neden olabilir.

Membran yapisinin, biitiinliigiiniin, akigkanliginin ve gecirgenliginin degigmesi gibi
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etkiler sonucunda membran bagli reseptorlerin veya enzimlerin etkinliklerinde

degisime neden olarak normal hiicresel fonksiyonu bozabilmektedir (5,68).

Serbest radikal katalizli lipit peroksidasyonu, bir serbest radikal etkisiyle
membran yapisinda bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi
ile baglar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir. Olusan
lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve daha kararli bir yapiya sahip olmak i¢in bir
dizi degisiklige ugrar (Sekil-4). Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin
goreceli olarak daha kararli olan aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle
sonlanir. Lipit peroksidasyon iiriinlerinin baslicalari olan malondialdehit (MDA), 4-
hidroksinonenal (4-HNE) ve tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS) uzun
yillardir lipit peroksidasyonunun 6nemli biyobelirtegleri olarak kullanilmaktadir. Bu
aldehitlerin bazilarinin protein, DNA ve fosfolipitlerle kolayca reaksiyona girerek

birgok hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (68).
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/=\/=ﬁ LiPID RADIKALI
l .
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Sekil 4. Serbest radikal katalizli lipit peroksidasyonu mekanizmasi (69)
8-izoprostan (8-izo-PGF2a)

Glinlimiizde MDA, lipit peroksidasyonunun gecerli bir biyobelirtecidir ve
Ol¢iimii  spektroflorometrik, spektrofotometrik veya kromatografik yontemlerle

yapilabilmektedir. MDA’ ’nin kararsiz yapiya sahip olmasit ve diger molekiillerle
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capraz reaksiyonlar1 nedeniyle daha stabil ve Ozglin lipit peroksidasyonu
biyobelirteglerine ihtiyag duyulmustur. Son yillarda izoprostanlar stabil kimyasal
yapilart ve diyetle alinan lipit miktarindan etkilenmemeleri nedeniyle lipit

peroksidasyonunun giivenilir biyobelirtecleri olarak kullanilmaktadir.

Daha karmasik yapida olan ve genelde ikincil oksidasyon firiinleri olarak
adlandirilan lipit peroksidasyon iirinleri; o6zellikle arasidonik asidin ve diger
PUFA'larin serbest radikal katalizli peroksidasyonundan iiretilir. Ikincil oksidasyon
trtinleri, izoprostanlar (izoP'lar) olarak adlandirilan bir dizi prostaglandin (PG)
benzeri iiriin icerir (5). F tipi prostan halkasi i¢eren izoprostanlar ise F2-izoprostanlar
(F2-izoP) olarak adlandirilirlar ve teorik olarak; esterlenmis arasidonik asidin serbest
radikal katalizli peroksidasyonu sonucu iiretilen PGF2a benzeri 64 bilesikten biridir.
F2-izoprostanlar, serbest izoprostanlar olarak idrarla atilmadan Once fosfolipazlar
tarafindan kesilir ve dolagima salinirlar (68). Bu bilesikler karakteristik ve stabil bir
yapiyla endojen olarak olusur ve doku, plazma ve idrarda bulunarak kantitatif tayin
icin kullanilabilirler. izoprostanlar insanlarda in vivo olarak lipit peroksidasyonun
giivenilir belirtegleri olarak ortaya ¢ikmustir. Caligmalarda 8-izoprostaglandin F2a
(8-iz0-PGF2a, 8-izoprostan, 15-F2t-IsoP, iPF2a Ill) ve ana idrar metabolitleri
biyobelirteg olarak incelenmektedir (70). Viicutta en fazla bulunan 8-izo-PGF2a,
National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) tarafindan
gerceklestirilen Oksidatif Stres Biyobelirtecleri Calismasi’nda (BOSS), kararh
yapistyla endojen lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde ‘altin standart’ olarak

tanimlanmustir (6).

Lipit peroksidasyonun baslama asamasi olan bir hidrojen atomunun
ayrilmasmin ve arasidonik aside bir oksijen molekiiliiniin eklenmesinin ardindan;
peroksil radikali, 5-ekso siklizasyona ugrar ve ikinci bir oksijen molekiilii,
prostoglandin benzeri {iriinii olusturmak {izere bilesigin omurgasina eklenir. Olusan
kararsiz ara iriin daha sonra F2-izoP'lara indirgenir. Bu olusum mekanizmasina
dayanarak, toplam 64 bilesik igin her biri 8 rasemik diastereomerden olusan dort F2-
izoP regioizomeri dretilir (Sekil-5). Dort regioisomer sinifi, yan zincir hidroksil

grubunun baglandigi karboksil karbonu 1 numara olacak sekilde adlandirilir (5,71).
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Sekil 5. Arasidonik asidin serbest radikallerle peroksidasyona ugramasi sonucu

olusan F2-izoprostanlar (5)

F2-izoP'lar esterlenmis arasidonattan olustuktan hemen sonra, plazmaya
salinmadan Once hidrolize edilir veya dokularda B-oksidasyona ugrar (72).
Fosfolipaz etkisiyle fosfolipit zincirden ayrilan F2-izoP'lar, serbest yag asitleri olarak
dolasima salinabilirler. Plazmada hem serbest hem de esterifiye olarak dolasan F2-
IsoP'lar, bobrekte filtrelenir ve idrarda sadece serbest olarak goriiniir. Ayrica idrarda
tayin edilen izoprostanlarin biiyiik ¢ogunlugu arasidonik asidin serbest radikal
katalizli peroksidasyonu sonucu olusmustur (5,68). Akut ve kronik inflamasyon,
iskemi-reperflizyon hasari, diyabet ve ateroskleroz durumlarinda izoprostanlarin ve
3-oksidasyon {iriinlerinin olusumunda artis oldugu hem klinik hem de deneysel

hayvan ¢aligmalari ile gosterilmistir (72).
2.3. Oksidatif Stresin Romatoid Artrit ile Tliskisi

Oksidatif makromolekiil hasar1 ve buna bagli olusan son iiriinler, bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Patolojik durumlarda ROT {iretimi arttig1
gibi antioksidan kapasitenin de azaldigi bilinmektedir (10,36,73). Son yillarda
oksidatif stres iizerine yapilan arastirmalar hiz kazansa da hastaliklarla serbest

radikaller arasindaki iliskinin mekanizmasi net olarak ortaya konamamistir. Oksidatif
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stresin yaslanma, inflamasyon, ¢evresel etmenler gibi bir¢cok faktérden etkilenmesi
ve olduke¢a karmasik molekiiler ve hiicresel mekanizmalara sahip olmasi bu iligkinin

aydinlatilmasindaki en 6nemli engellerdir.

Oksidatif stres, RA’daki inflamasyonun bagslamasi ve devamliliginin
saglanmasinda kritik rol oynamaktadir (36,74). Sinovyumda artan makrofajlar, T
hiicreler ve notrofiller TNF-a, IL-1 ve IL-6 aracili ROT firetimini uyarirlar. Artan
pro-inflamatuvar sitokinler ise ROT iiretimini uyararak hem oksidatif hasarin
olusumuna hem de inflamasyonun devamlilifina sebep olurlar. Dolayisiyla
inflamasyon ve oksidatif stres arasinda birbirlerini tetikleyen bir pozitif feed-back
iliskisi mevcuttur (Sekil-6) (36,74).
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Sekil 6. Romatoid artrit — oksidatif stres iliskisi (74)
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Oksidatif stresin hastalik siddeti ile iliskisini incelemek i¢in DAS 28 skoru ile
korelasyonu sorgulanmaktadir. Ancak farkli dokularda, farkli belirteclerle ve farkli
yontemlerle calisilan oksidatif stres parametreleri ile hastalik siddeti iliskisini

inceleyen calismalarda tartismali sonuglar elde edilmistir.

Datta ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 calismada, RA hastalarinin
sinovyal sivilarinda ROT  iretiminin, MDA  seviyesinin ve  protein
karbonilasyonunun arttigin1 gostermis ve ROT {iretiminde meydana gelen artigin
DAS 28 skoruyla korelasyon gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica ayni dokularda
IL-6, IL-8 ve TNF-a seviyelerinin de arttigin1 gostermislerdir (11).

Rho ve arkadaglar1 2010 yilinda 169 hastada idrar 8-izo-PGF2a seviyelerinin
RA hastalarinda arttigin1 gostermis fakat hastalik ile korelasyon bulamamisken;
Kwasny-Krochin ve arkadaglar1 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 46 hastada plazma
8-iz0-PGF2a seviyelerinin DAS 28 skoru ile korelasyonu oldugunu gostermistir
(75,76).

RA’da oksidatif makromolekiil hasarinin stabil ve spesifik olmayan
molekiillerle incelendigi ve saglikli kontrollere gore hastalarda kanda, serumda,
idrarda ve sinovyumda artmis oksidatif hasar diizeylerini gosteren bir ¢ok calisma
mevcuttur. Buna karsin rutin tedavilerin oksidatif strese etkilerini prospektif olarak
inceleyen smirli sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan tez c¢alismasinda
makromolekiil hasarinin uygulanan rutin tedavi sonrasi degisimi incelendi. Ayrica
RA hastalarinda hastaliga bagli oksidatif makromolekiil hasarininin durumu saglikli

kisilerle karsilastirilarak degerlendirildi.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmamn Tipi
Yapilan arastirma; prospektif bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma, 2018/22-48 karar numarasi ile 13 Eyliil 2018 tarihli Dokuz Eyliil
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul onaymi (EK-1) takiben
baglatilmigtir. Eylil 2018 — Mayis 2021 tarihleri arasinda gerceklesen calisma,
Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dal1 ve
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi

Immiinoloji ve Romatoloji Poliklinigi ile is birligi igerisinde siirdiiriilmiistiir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:

Arastirmaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Hastanesi,
Immiinoloji ve Romatoloji Poliklinigi’ne bagvuran, yeni RA tanis1 alarak DMARD
tedavisine heniiz baslamamis 69 hasta ve DMARD ile tedavi gérmekte olan ve
hastalik aktivite skorundaki yiikseklige gore biyolojik ajan tedavisine baglamasi

uygun goriilen 8 hasta dahil edilmistir.

Yeni tan1 almig RA hastalarinda bazal oksidatif hasar diizeyinin
belirlenebilmesi amaciyla 31’i saglikli goniillii dahil olmak {izere toplamda 108 kisi
dahil edilmistir. Kontrol grubu, 23.11.2017 tarih ve 3644-GOA protokol numarali
2017/27-42 karar numarasi ile onay1 alinan “Sistemik Skleroz Hastalarinda Vitamin
D Diizeyi ve Molekiiler Yolaginin, Oksidatif DNA Hasar1 ve Klinik Bulgularn ile
Mliskisi” baslikli calisma kapsaminda DEUTF Hastanesi Romatoloji Poliklinigi’ne
basvuran, otoimmiin/kronik herhangi bir hastaligi olmayan ve Bilgilendirilmis
Goniilli Olur Formu’nda alinan 6rneklerin baska ¢alismalarda kullanilmasina onay
veren saglikli bireylerden alinan ve DEUTF Tibbi Biyokimya laboratuarinda -80
'C’de saklanan, galisma sonrasi arta kalan idrar 6rneklerinden olusmustur. Saglikli
bireylerden yeniden ornek alinmamustir. Gruplar arasinda hastalik aktivite skoru,

inflamasyon parametreleri, lipit peroksidasyonu ve oksidatif DNA hasar1 farkini 0.05
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yanilma diizeyinde %80 gii¢ ile belirlemek i¢in G Power Data Analysis yazilimi
tizerinden yapilan hesaplamada, her bir grubun 28 bireyden olusmasiin yeterli

oldugu hesaplanmaistir.

Dahil Olma Kriterleri

-Yeni RA tanis1 almis olmak

-ACR/EULAR 2010 kriterlerine gére RA tanisi almig olup DMARD ile birinci
asama tedavi sonucunda hastalik aktivite skoru yiiksek seyrediyor olmak (Biyolojik

ajanla tedavi grubu igin)
-18 yas ustii olmak

Dislama Kriterleri

-RA disinda herhangi bir otoimmiin veya inflamatuvar bozukluga sahip olmak
-Sigara kullaniyor olmak

-RA disinda herhangi bir romatizmal hastaliga sahip olmak (Ankilozan

spondilit, sistemik lupus eritmatozus, fibromiyalji gibi)

-Aktif enfeksiyonu bulunmak (dis apsesi, pndmoni, deri enfeksiyonu gibi) veya

son enfeksiyonun tizerinden en az bir ay gegmemis olmasi
-Kronik karaciger parankim hastalig1 veya siroz tanisi
-Hemoglobin diizeyinin <10 g/dL olmas1

-DMARD tedavisi ve biyolojik ajan tedavisine ge¢ilmeden dnce hastalarin >10

mg/giin prednizolon ya da esdegeri almasi

-Herhangi malignite olmasi ve/veya malignite sebebiyle kemoterapi aliyor

olmak

-Kronik bobrek yetmezligi olmasi veya serum Kreatinin diizeyinin >1,3 mg/dL

olmasi

-Hemodiyaliz hastas1 olmak veya renal transplantasyon ge¢misi bulunmasi
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3.4. Caliyma Materyali

DEU Immiinoloji ve Romatoloji Poliklinigi’ne bagvuran/takip edilen hastalara,
calismada goniillii olmalart durumunda hasta onam formu (EK-2) imzalatilmistir.
Hasarli DNA niikleozitleri ve izoprostan Ol¢iimii i¢in hastalardan, tedavilerine
baslamadan once (sifirinci ay) ve tedavilerinin altinct ayinda sabah ilk idrar 6rnekleri
toplanmustir. Saglikli kontrol grubu igin daha 6nce alinarak -80 °C’de muhafaza

edilen 6rneklerin 1,5 mL’si kullanilmastir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimsiz Degiskenler

-Yas

-Hastanin DMARD tedavisine baslamadan 6l¢iilen 8-izoprostan, 8-OH-dG, S-
cdA ve R-cdA diizeyleri

-Hastanin biyolojik ajan kullanmaya baslamadan 6nce olgiilen 8-izoprostan, 8-
OH-dG, S-cdA ve R-cdA diizeyleri

Bagimli Degiskenler

-DMARD tedavisinin altinct ayinda olgiilen idrar 8-izoprostan, 8-OH-dG, S-
cdA ve R-cdA diizeyleri

-Hastanin biyolojik ajan tedavisinin altinci ayinda 6lgiilen idrar 8-izoprostan, 8-
OH-dG, S-cdA ve R-cdA diizeyleri

-Hastalarin hastalik aktivite skorlari (DAS 28 ve HAQ)
-Hastalarin akut faz reaktanlari seviyeleri (CRP ve ESH)
3.6. Veri Toplama Aracglar
3.6.1. Kullanilan Cihaz, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan cihazlar Tablo-4’te; kullanilan Kimyasal maddeler

ve malzemeler Tablo-5’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1

MS/MS (Tandem
kiitle spektrometre)

HPLC

SpeedVac
konsantrator sistemi

Salinimh santrifiij
Santrifiij

Otomatik pipet

Ektraksiyon
manifoldu

Hassas terazi
pH metre

Isitmah karistiricl

Distile su cihaz

Sogutmali santrifiij

Derin dondurucu (-
80°C)
Derin dondurucu (-
20 °C)

Buzdolabi (+4 °C)

Vorteks

Marka

AB Sciex
4000 QTRAP

Shimadzu
20AD

Thermo
Niive
Hettich
Eppendorf

Waters

Precisa, XB
22A

Selecta pH
2005

Labnet
Vortemp 56

Millipore
(Elix3
+Millig)

Heraeus,
Biofuge
Stratos

Thermo
Scientific

Beko
Beko

Labortechnic

Mevcut
Oldugu Yer

DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD
DEUTF
Biyokimya AD
DEUTF
Biyokimya AD
DEUTF

Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD.
DEUTF
Biyokimya AD.
DEUTF
Biyokimya AD.

DEUTF
Biyokimya AD.

Kullanim Amaci
Hasarli DNA niikleozitlerinin 6l¢iilmesi

Hasarli DNA niikleozitlerinin 6l¢iilmesi

Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
hazirlik agamasi

Ornek hazirlik asamasi
Ornek hazirlik asamasi

Genel kullanim

Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
hazirlik asamasi

Stok ¢ozeltilerinin, tamponlarin ve diger
kimyasal malzemelerin tartilmasi

Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamasi

Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamasi

Genel kullamim

Hasarli DNA niikleozitleri ve
izoprostanin drnek hazirlik agsamast

Orneklerin saklanmast

Orneklerin ve kimyasal maddelerin
saklanmas1

Kimyasal maddelerin, viallerin
saklanmasi

Ornek hazirlik asamasi
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Kimyasal / Mevcut Oldugu
Malzeme Adi Marka Yer Kullanim Amaci
Filtreli santrifiii tiipii NANOSEP 3K DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
Jtup OMEGA Biyokimya AD. hazirlik agamasi
i DEUTF
Asetonitril Merck Biyokimya AD. LC-MS/MS
. . DEUTF
Formik asit Merck Biyokimya AD. LC-MS/MS
. . DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
Tris HCL Sigma Biyokimya AD. hazirlik asamasi
DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
A e RECE Biyokimya AD hazirlik agamasi
HPLC Ambervial  Shimadzu . DCUTE LC-MS/MS
Biyokimya AD.
: DEUTF
C18 HPLC kolonu Agilent Biyokimya AD. LC-MS/MS
Kat1 faz ekstraksiyon Waters DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin 6rnek
kartusu Biyokimya AD. hazirlik asamasi
8-OH-dG standard: NIST _ Dl_EUTF Hasarli DNA nukle_oznl_erlnln kantitatif
Biyokimya AD. analizleri
8-OH-dG internal NIST DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin kantitatif
standardi Biyokimya AD analizleri
S-cdA standard NIST _ Dl_EUTF Hasarli DNA nukle_ozltl_erlnln kantitatif
Biyokimya AD. analizleri
R-cdA ve S-cdA NIST DEUTF Hasarli DNA niikleozitlerinin kantitatif
internal standartlar: Biyokimya AD. analizleri
- Cayman DEUTF . I
ELISA Kiti Sl Biyokimya AD. Izoprostanin 6l¢iilmesi

3.6.2. Idrarda Hasarli DNA Niikleozidlerinin LC-MS/MS Yontemi ile

Kantitasyonu

Calismamizda olgu ve kontrol grubundan alinan idrar 6rneklerinde hasarli

DNA niikleozitlerinin diizeyleri LC-MS/MS SID-MRM yo6ntemi ile belirlendi.

Hasarli DNA niikleozidlerinin analizleri sivi kromatografi (HPLC) sistemine
bagli (Shimadzu, Japonya) triple quadrupole ion trap tandem kiitle spektrometresinde
(AB Sciex, ABD) ¢oklu reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring - MRM)
modunda, turbo V iyon sprey kaynagi ile gergeklestirildi. Veri analizi igin Analyst

Software Version 1.5 kullanildi.
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Ornekler, reversed faz C18 kolonu (Zorbax SB Aq 2.1x150 mm, 3,5 pm) ve
guard kolonu (Agilent Eclipse XDB C8 2,1x12,5 mm, 5 um) ile 0,3 mL/dk akis
hizinda kromatografik olarak ayrimlandi. Mobil faz olarak %0,1 formik asit igeren

dH,0 (A) ve asetonitril (B) kullanilarak gradient analiz gergeklestirildi.

Triple quadrupole ion trap tandem Kkiitle spektrometresi sistemi, iki kiitle
analizoriinlin art arda geldigi hibrit bir kiitle analizoridiir. MRM, karisik 6rneklerde
istenilen analitin secilerek analiz edilmesine olanak saglar. Bu modda birinci
quadropol (Q1) onceden belirlenen m/z (kiitle/ylik orani) degerindeki ana iyonlari
filtreler, segilen ana iyonlar Q2’ye iletilerek collision gaz adi verilen yiiksek saflikta
0zel bir gaz ile (inert N2 gazi1) pargalanir ve iirlin iyonlar olusur. Olusan iyonlar Q3’e
gonderilerek belirlenen m/z degerlerine gore ayrimlanir. Daha sonra segilen ana
iyon/liriin iyon ikilisi (transition) detektore ulastiginda m/z degerine karsi iyonlarin

sinyal yogunlugu (intensite) kiitle spektrumu olarak kaydedilir.

Calismada oOlgiimii gerceklestirilen DNA niikleozit hasar iirlinlerinin ve bu
tirlinlerin i¢ standartlarinin iyon ciftlerinin m/z (kiitle/yiik) oranlar1 Tablo-6’da
verilmistir. Oksidatif DNA hasar {irlinlerinin ana iyon ve iiriin iyon parcalanmalari

Sekil-7 ve 8’de gosterilmistir.

Tablo 6. Calismada olgtimii gergeklestirilen DNA niikleozit hasar iiriinleri ve i¢

standarlarin m/z oranlari

8-OH-dG 284 — 168 5.21
8-OH-dG ®N 289 — 173 5.21
R-cdA 250 — 164 3.65
R-cdA ®N 255 — 169 3.65
S-cdA 250 — 164 4.62
S-cdA ®N 255 — 169 4.62
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Sekil 8. R-cdA ve S-cdA'nin iyon fragmentasyonlari.

Calisma sonuglarinin giivenilirligini arttirmak adina, tiim analizlerden Once
orneklere agir izotop isaretli i¢ standartlar (Internal Standart - IS) eklendi. Stabil
izotop isaretli IS’lerin kimyasal oOzellikleri, kromatografik ayrimlanmalari,
iyonizasyon etkinlikleri ve fragment iyon dagilimlar agisindan hedef analit ile
aynmidir. IS’lerin analitlerden tek farki 12C yerine C’iin, **N yerine ™N’in veya H
atomu yerine “H atomunun gegmesi nedeniyle daha yiiksek molekiiler kiitleye sahip

olmalaridir. Calismamizda agir izotop isareti olarak >N atomu kullanildu.

28



Hasarli DNA niikleozit lriinlerinin diizeyleri, idrar kreatinin degerleriyle

oranlanarak hesaplanmistir.

Hasarlit DNA Niikleozidlerinin Ekstraksiyon Basamaklar: (4)

* DNA niikleozitlerinin analizinde goniilliilerin sabah ilk idrar1 kullanildi. Analizlere

baslamadan 6nce ~400 pL idrar 6rnegi ile kreatinin lglimii yapildi.

» Ug niikleozit hasar {iriiniiniin stabil izotoplar ile isaretlenmis internal standartlar:

(1S) (8-OH-dG'*Ns, R-cdA™Ns ve S-cdANs) ile IS karisimi hazirlandi.

* Ekstraksiyon i¢in 1,3 mL idrar 6rnegine 46,8 pL olacak sekilde IS karigimi eklendi
ve 1000 g’de 15 dk oda sicakliginda santrifiijlendi.

* Siipernatanlar 0,22 pm gozenek capi olan siringa filtreleriyle filtrelendi.

» Kat1 faz ekstraksiyon kartuslar1 (60 mg) 1 mL metanol ile aktive edildi, 15 dk
kurumasi beklendi ve 2 mL dH,0 ile yikandi.

* IS eklenmis 1 mL idrar 6rnegi kat1 faz ekstraksiyon kartuslarina yiiklendi ve kartus
2 mL dH,0 ile yikandi.

» Ornekler 1 mL %30 metanol ile ekstrakte edildi ve SpeedVac ile gece boyu

kurutuldu.

* Kuruyan o6rnekler, 10 mM Tris ve 1 M sodyum asetat iceren 100 pL digestion
buffer’da ¢oziildii.

* Her bir 6rnekte 22 U olacak sekilde, 6rneklere alkalen fosfataz eklendi.

« 37 °C’de 1 saat inkiibasyonun ardindan 6rnekler 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi.
* Siipernatan 3K santrifiij filtrelerine aktarildi ve 5000 g’de 50 dk santrifiij edildi.

* Siipernatan HPLC viallerine aktarildi ve LC-MS/MS analizleri gerceklestirildi.

3.6.3. Idrarda 8-izoprostanin ELISA Yontemi ile Analizi

Hasta ve saglikli kontrol grubu idrar 6rneklerinde 8-izoprostan diizeyinin

Ol¢iimii ELISA yontemi ile analiz edildi.
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Analizler i¢in 6l¢iim araligi 0,8-500 pg/mL olan ve 3 pg/mL hassasiyete sahip
Cayman 8-isoprostane ELISA Kit (Cayman Chemical, ABD, Item No. 516351)
tercih edildi.

Kullanilan ELISA kitinin O6lglim yOntemi, yarismali enzim immunoassay
teknigine dayalidir. Bu teknikte kuyucuklar 8-izoprostan’a karsi gelistirilmis
antikorlarla kaplanmistir. Kuyucuklara ekstrakte edilen idrar ornekleri/standartlar
(isaretsiz antijen icerir) ve konjugat (enzim isaretli antijen igerir) pipetlenir. Ornekler
ve konjugat antikor kapl yiizeye baglanmak icin yarigir. Baglanmamis materyallerin
yikama ile uzaklastirilmasindan sonra konjugata spesifik substrat eklenerek renk
degisimi go6zlenir. Belirli dalga boyunda absorbans Olgiimii yapilarak analiz
gerceklestirilir. Renk yogunlugu ornekteki analit konsantrasyonu ile ters orantilidir.
Ornekteki 8-izoprostan miktar1 bilinen standartlardan elde edilen kalibrasyon

egrisinden yararlanilarak hesaplanir.

Analizler iireticinin 6nerdigi protokol ile gerceklestirildi (77). Buna goére idrar
orneklerine galismaya kadar -80 °C’de bekletilirken olusabilecek herhangi bir yalanci
lipit peroksidasyonunu onlemek adina ELISA kiti protokoliinde belirtilen oranda
(%0,005 olacak sekilde; her 1mL 6rnege 10 plL) biitil hidroksi toluen eklendi ve

calisma zamanma kadar bu sekilde -80 °C°de saklandi.
Kit icerigindeki kimyasallarin hazirlanmasi:

1. Standart diliisyonlar1 kit protokoliine uygun sekilde 8 farkli konsantrasyonda
gergeklestirildi (Sekil-9).

100l 100 pl 500 pl 500 pl 500 soopl 500 so0pl o0 pl

— ™ ", f“""'\ e ., T ,"F-\ ~
A e “d ..-f w o/ \\1 .-f S W b f o

L1 £2 53 54 E5 56 E7 2]

Firal

ol 00 750 1 750 i 750l S0
"" |.'.:F‘Ji' EI.SA EI.ISA ELISA I.EA ELISA EI.EA ELISA EI.EA
BJH'M 3.:-1»- Effer Buffar B Buffer Eurffar Buffer

50 mgimil 5 ngi/ml 128
Standard Eulk Staredard pg.lrnl pg.’ml p-g:'ml pg.lml pgiml pg.'ml p-g.'ml pgn'ml

Sekil 9. 8-izoprostan standartlarinin hazirlanmasi. Seri diliisyon oranlari.
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Bir tiip ELISA Buffer Concentrate (10X) 90 mL su ile ¢6ziildii.

5 mL Wash Buffer Concentrate (400X) 2 L su ile ¢oziildii. 1 mL Polysorbate
20 eklendi.

Liyofilize haldeki 8-izoprostan AChE Tracer, 6 mL ELISA buffer ile
¢Ozildii.

Liyofilize haldeki 8-izoprostan ELISA Antiserum, 6 mL ELISA buffer ile
¢Ozildii.

Ellman's reagent kullanomdan hemen 6nce 20 mL su ile ¢oziildii.

Analizin gerceklestirilmesi

NSB kuyucuklarina 100 uL ELISA Buffer eklendi.

B0 kuyucuklarina 50 uL ELISA Buffer eklendi.

Standartlar kuyucuklaria 50 pL standart diliisyonlar eklenir.

Ornek kuyucuklarina 50 pL drnek eklendi.

TA ve Blk disindaki tiim kuyucuklara 50 pL AChE tracer eklendi.

TA, Blk ve NSB kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 uL ELISA Antiserum
eklendi.

Plate plastik filmle kapatildi ve 18 saat boyunca +4 °C ‘de inkiibe edildi.
Kuyucuklar1 bosaltilir ve 5 kere Wash Buffer’la yikandi.

Her kuyucuga 200 pL Ellman's reagent eklendi.

10. Ta kuyucuguna 5 pL tracer eklendi.

11. Plate'i plastik filmle kapatilarak karanlik ortamda orbital shaker’da, 90-120

dk oda sicakliginda birakildi.

12. Plate'in alt1, parmak izleri ve tozlari temizlemek i¢in temiz bir bezle silindi.

13. Ellman's reagent1 dokmemeye Ozen gostererek plate'in tlizerindeki plastik

film agildi.

14. 412 nm arasinda asorbans okutuldu.

Ayrica idrar  Orneklerinde  Ol¢ciim  Oncesinde metot  performansin

degerlendirmek amaciyla giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 da
gerceklestirildi. Giin i¢i % CV degeri, kit iceriginde gelen standardin seri diliisyonu
ile elde edilen 500 pg/mL ve 2 pg/mL konsantrasyonlarinin ayn1 giin igerisinde 5 kez

calisilmasi ile elde edilen sonuglar {izerinden hesaplandi. Giinler aras1 % CV degeri
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kit iceriginde gelen standardin seri diliisyonu ile elde edilen 500 pg/mL ve 5,2 pg/mL
konsantrasyonlarinin 3 farkli giinde birer kez calisilmasi ile elde edilen sonuglar

tizerinden hesaplandi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Haziran-Eyliil 2018 Etik kurul onay1

Tez Onerisi hazirlanmasi

Nisan-Temmuz 2019 —
Tez 6nerisi sunumu ve kabuli

Haziran 2018-Eyliil 2020 Ornek toplama siireci

LC-MS/MS 06n ¢alismasi

Eyliil-Kasim 2020
ELISA 6n ¢aligmasi

Ocak 2021 Projenin kabul edilmesi

LC-MS/MS ile orneklerin analiz edilmesi
Ocak-Mayis 2021

ELISA ile 6rneklerin analiz Edilmesi

Istatistiksel analizler

Nisan-Haziran 2021

Tez yazim asamasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~analizler SPSS 24.0 (SPSS Inc., ABD) programi ile
gerceklestirilmistir. Tiim Ol¢limlerden elde edilen degerler medyan ve en diisiik-en
yiiksek deger (min-maks) olarak olarak sunuldu. Calisma gruplarinin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk normallik testi ile test edildi. Sinirli 6rneklem
blyiikliigline ve siirekli degiskenlerin normal olmamasina dayanarak, bagimsiz
gruplara ait veri setleri ikili gruplar Mann-whitney U testi, ti¢lii gruplar ise Kruskal-
Wallis testi ve ardindan Dunn'in ¢oklu karsilastirma testi ile; bagimli gruplar ise
Wilcoxon testi ile degerlendirildi. Kategorik verileri incelemek i¢in Ki-Kare testi
kullanildi. Normal dagilima uyan bagimmsiz veri setlerinin ortalamalarin
karsilagtirmak i¢in t Testi uygulandi. p<0,05 anlamli kabul edildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenler arasindaki korelasyonlari analiz etmek i¢in Spearman

korelasyon katsayilart kullanildi. Korelasyonun giicii (r), 0,3’ten kiiglik ise
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korelasyon yok; 0,3-0,5 arasinda ise zayif; 0,5-0,7 arasinda ise orta ve 0,7-1,0

arasinda ise gii¢lii olarak degerlendirildi.
3.9. Arastirmanin Simirhliklari

Calismamiz dahilinde rutin DMARD tedavisi sonrasi biyolojik ajan kullanmasi
uygun goriilen hastalarin da hem biyolojik ajan kullanmaya basladiklarinda hem de
biyolojik ajanla tedavilerinin altinc1 aymda ayri1 bir grup olarak calismaya dahil
edilmesi amaglanmisti. Ancak 6rnek toplama siiresi boyunca yalnizca sekiz biyolojik
ajan hastasina ulasildi ve bu hastalarin sadece dordiinlin altinc1 ay kontrolii
tamamlandi. Ulasilan hasta sayisi hedeflenenin altinda oldugu igin bu hastalar tez
caligmas1 disinda birakildi. Buna ragmen toplanan Orneklere ait bulgularin

istatistiksel analizleri gergeklestirildi ancak anlamli bir sonug elde edilmedi (p>0,05).

Tan1 alarak ilag tedavisine baslayan RA hastalarinin bir kismi, Covid-19

kiiresel salgin1 sebebiyle altinci ay kontroliine gelemedi.

RA hastaligi her yasta goriilebilse de ilerleyen yaslarda goriilme sikligi
artmaktadir. Hasta grubumuzun yas ortalamasi yiiksek oldugundan saglikli kontrol
grubunun da buna uygun olarak yiiksek yas araliginda olusturulmasi hedeflenmisti.
Ancak yasla birlikte artan komorbiditeler ve uzun siireli sigara kullaniminin yaygin
olusu sebebiyle saglikli kontrol gurubunun yas ortalamasi, hasta grubuna gore diisiik

bulundu.
3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 13.09.2018 tarih ve 2018/22-48 karar numarasi ile
etik kurul onayi1 alindi1 (EK-1).
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4. BULGULAR
4.1. Tanimlayic1 Bulgular

Calismamiza RA tanisini yeni alan 69 hasta ve 31 saglikli goniilli katildi. Yeni
tan1 alarak DMARD tedavisine baslanan 69 hastanin 48’1 altinci ay kontroliine geldi.
Kontrol grubu ve hasta grubu arasinda cinsiyet agisindan anlamli bir fark
bulunmazken; gruplar yaslari agisindan degerlendirildiginde RA grubunun yas

ortalamasi kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (Tablo-7).

Tablo 7. Gruplarin yas ve cinsiyet verileri

Kontrol Grubu RA Grubu
(n=31) (n=69) p degeri
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
42 49 .
g (26-50) (22-79) <0001
Cinsiyet 8E /23K 15E / 54K 0,798**

K: Kadm sayist1 E: erkek sayisi. p<0,05 anlamh kabul edilmigtir. *t testi ile

degerlendirilmistir. ** Chi Square testi ile degerlendirilmistir.

Calismaya dahil olan 69 hastanin baslangi¢ tedavilerine gore %79,7’si (n=55)
metoreksat veya metotreksat ile birlikte kortikosteroid kullanmaktadir. %4,3’1 (n=3)
leflunomid ile birlikte kortikosteroid; %2,9’u (n=2) hidroksiklorokin ile birlikte
kortikostreoid kullanmaktadir. Hastalarin %8,6’s1 (n=6) ikili DMARD tedavisi veya
iki DMARD ile birlikte kortikosteroid almaktadir (Tablo-8).

Tablo 8. Calismaya dahil edilen 69 hastanin ilag kullanimlar

Kisi Sayis1 (n) %

Sulfasalazin + Hidroksiklorokin 1 1,4
Hidroksiklorokin + Kortikosteroid 2 2,9
Leflunomid + Kortikosteroid 3 4,3
Metotreksat + Hidroksiklorokin + Kortikosteroid 5 7,2
Metotreksat 9 13,0

Metotreksat + Kortikosteroid 46 66,7

Bilgi Yok 3 4,3

Toplam 69 100
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Ayrica 69 RA hastast ¢aligmaya katildiklart donemde ve tedavilerinin altinci

aymmda Olciilen DAS 28 skorlarina gore gruplandirildi (Tablo 9). Buna gore

caligmaya dahil edildiginde hastaligin alevli doneminde olan (DAS >2.6)
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hastanin 18’i remisyona girerken; 10’u alevli donemde kalmistir. Dokuz hastanin ise

altinci ay kontroliine gelmedigi i¢in DAS 28 skoru bilgilerine ulagilamadi. Calismaya

dahil edildiginde remisyon doneminde olan (DAS <2.6) 29 hastanin ise 19’u

remisyonda devam ederken; biri tedavisine ragmen alevli doneme girmis olup, 9

hastanin ise altinci ay kontroline gelmedigi i¢in DAS 28 skoru bilgilerine

ulagilamadi. Calismaya dahil edilen 69 hastanin ti¢iiniin ise 0. ay DAS 28 skor bilgisi

kayd1 bulunamadi.

Tablo 9. Calismaya dahil edilen hastalarin DAS 28 skorlarina gore gruplandirilmasi

0. Ay DAS 28 Skoru’na Gore Hasta
Gruplan

6. Ay DAS 28 Skoruna Gore Hasta Gruplar

DAS <2.6 DAS >2.6 6. Ay kontrole
(Remisyon) (Alevli) gelmeyen hastalar
(n) (n) (n)
DAS 28 < 2.6 (Remisyon) (n=29) 19 1 9
(Grup A) (Grup Al) (Grup A2)
DAS 28 > 2.6 (Alevli) (n=37) 18 10 9
(Grup B) (Grup B1) (Grup B2)

4.2. DNA Hasar1 Bulgular

LC-MS/MS ile yapilan analiz sonucunda

sagliklt kontrollerde ve RA

hastalarinda tespit edilen DNA niikleozit hasar parametrelerinin kromatogram

ornekleri Sekil-10°da verilmistir.
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A. RA grubuna ait 6rnek; B. Kontrol Grubuna ait 6rnek. RA: Romatoid artrit; SK: Saglikli kontrol.

Sekil 10. RA hasta grubunda ve saglikli kontrol grubunda elde edilen kromatogram

ornekleri
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Caligsmaya dahil edilen tim RA hastalarinin (n=69) sifirinct ay oksidatif DNA
hasar1 diizeyleri saglikli kontrol grubu (n=31) ile karsilastirildi. Buna gore, hasar
parametrelerinden 8-OH-dG ve R-cdA seviyeleri yeni tan1 alan RA grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Bunun yani sira S-cdA seviyeleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo-10 ve Sekil-11).

20,00

15,00

10,007

oo

5,00 8

| =

T
A Kontrol RA

8-OHdG Seviyeleri (nmolimmol Kreatinin)

507

301

RcdA seviyeleri (nmol/mmol Kreatinin)

= T

T
B. Kontrol RA

A. Hasta ve kontrol gruplarimin idrar 8-OH-dG seviyeleri; B. Hasta ve kontrol gruplarinin idrar R-cdA

seviyeleri

Sekil 11. Saglikli kontrol ve hasta gruplarinda idrar 8-OH-dG ve R-cdA seviyelerinin

karsilastirilmasi
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Altinc1 ay kontrollerini tamamlayan 48 hastanin ise niikleozit hasar seviyeleri
incelendiginde 8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA seviyelerinin tedavi Oncesine gore

istatistiksel olarak anlamli seviyede diistiigii goriildi (Tablo-11 ve Sekil-12).

20,00

15,00

10,00

*

500

8-OH-dG Seviyeleri (nmol/immol Kreatinin)

00—

T T
A DayRA 6ay RA

50

40

309
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S-cdA Seviyeleri (nmol/mmol Kreatinin)

10

| = —

T T
B DayRA Gay RA
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R-cdA Seviyeleri (nmol/mmol Kreatinin)
o

A. Hasta grubunun tedavi 6ncesi ve sonrasi idrar 8-OH-dG seviyeleri; B. Hasta grubunun tedavi
Oncesi ve sonrasi idrar S-cdA seviyeleri; C. Hasta grubunun tedavi 6ncesi ve sonrasi idrar R-cdA

seviyeleri

Sekil 12. Altinci ay kontrollerini tamamlayan hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi

DNA hasar seviyelerinin karsilastirilmasi

Bununla birlikte baslangic DAS 28 skoruna goére (0. Ay) gruplandirilan
hastalar (Grup A ve B) arasinda DNA hasar parametreleri karsilastirildiginda, 8-OH-
dG, S-cdA ve R-cdA diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Tablo-12).

Altinc1 ay kontroliine gelen hastalardan (n=48) DAS 28 skoruna gore
remisyonda baglayip altinci ayda remisyonda devam eden hastalarin (Grup A1) DNA
hasar diizeylerinde alt1 aylik tedavi sonucunda anlamli bir fark goriilmedi. Alevli
baslayip tedavi sonucunda remisyona giren (Grup B1) ve tani aldiklarinda alevli
donemde olup tedavi sonrasinda alevli kalan (Grup B2) hasta gruplarinda ise tedavi
sonrast 8-OH-dG ve S-cdA seviyeleri, tedavi Oncesine gore istatistiksel olarak

anlamli seviyede diisiik bulundu (Tablo-13).

Altinc1 ay kontrollerini tamamlayarak tedavi dncesi ve sonrasi hastalik aktivite
durumlarma gore gruplandirilan hastalar arasinda (Grup Al, Bl ve B2) tedavi
sonrast Olclilen oksidatif DNA hasar1 diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunmadi

(Tablo-14).
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4.3. Lipit Peroksidasyonu Bulgulari

8-izoprostan Ol¢iimii icin kullanilan ELISA kiti igin verifikasyon g¢alismasi
yapildi. Glin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismalart i¢in kit igeriginde bulunan standardin
seri dilisyonu ile hazirlanan 500 pg/mL konsantrasyonunun ayn1 giin i¢erisinde 5 kez
calisilmasi ile %CV degeri %13,62 olarak; 2 pg/mL’nin 5 kez ¢alisilmasi ile giin igi
%CV degeri 9%8,75 olarak hesaplanmistir. Giinler arast tekrarlanabilirligin
degerlendirilmesi i¢in ise 500 pg/mL konsantrasyon 3 farkli giinde bir kez caligilarak
%CV degeri %3,20 olarak; 5,2 pg/mL konsantrasyon 3 farkli giinde bir kez
calisilarak %CV degeri %12,14 olarak hesaplanmuistir.

ELISA ile gergeklestirilen analizler sonucunda 8-izoprostan seviyelerinin RA

hastalarinda, saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

oldugu goriildii (Tablo-10 ve Sekil-13).

@
[=]
=]

1

4,004

o0 *

*
2,009 |

o

— T

T T
Kontrol RA

Sekil 13. Saglikli kontrol grubu ve RA grubunun 8-izoprostan seviyelerinin

8-izoprostan Seviyeleri (ngimg Kreatinin)

a0

karsilastirilmasi

Altinc1 ay kontrollerini tamamlayan hasta grubunun tedavi dncesi ve tedavi
sonrasi 8-izoprostan diizeyleri incelendiginde 8-izoprostan seviyesinin tedavi
Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig gosterdigi bulundu (Tablo-11

ve Sekil-14).
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Sekil 14. Altinci ay kontrollerini tamamlayan hastalarin 8-izoprostan seviyelerinin

karsilastirilmast

Baslangig DAS 28 skoruna gore remisyonda olan hastalar (Grup A) ve

hastaligin alevli doneminde olan hastalarin (Grup B) 8-izoprostan diizeyleri arasinda

anlaml1 bir fark bulunmadi (Tablo-12).

Tan1 alindiginda ve tedavi sonrast DAS 28 skorlart degisimine gore
gruplandirilan hastalar (Grup Al, Bl ve B2) incelendiginde Al grubundaki
hastalarin 8-izoprostan diizeylerinde alti aylik tedavi sonucunda anlamli bir fark
bulunmadi. B1 ve B2 gruplarindaki hastalarda ise tedavi sonrasi 6lgiilen 8-izoprostan

seviyeleri, tedavi 6ncesine gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu. (Tablo-13).

Altinc1 ay kontrollerini tamamlayarak tedavi dncesi ve sonrasi hastalik aktivite
durumlarina gore gruplandirilan hastalar arasinda (Grup Al, B1 ve B2) 8-izoprostan

seviyeleri agisindan anlamli bir fark bulunmad: (Tablo-14).
4.4. Klinik Parametreler

Altinct ay kontroliinii tamamlayan RA hastalariin (n=48) klinik verileri tedavi
oncesi ve sonrast degerlendirildi. Hastalarin akut faz reaktanlar1 seviyeleri, DAS 28
skorlar1 ve HAQ skorlar1 tedavi oncesine gore tedavinin altinci ayinda istatistiksel

olarak anlamdi seviyede diisiik bulundu (Tablo-11 ve Sekil-15).
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A. Hasta grubunun tedavi dncesi ve sonrast ESH seviyeleri; B. Hasta grubunun tedavi dncesi ve
sonrast CRP seviyeleri; C. Hasta grubunun tedavi 6ncesi ve sonrast DAS 28 Skorlari; D. Hasta

grubunun tedavi dncesi ve sonrast HAQ Skorlari

Sekil 15. Altinct ay kontroliinii tamamlayan hastalarin klinik parametrelerinin
karsilastirilmasi
Baslangic DAS 28 skoruna gore remisyonda olan hastalar ve hastaligin alevli
doneminde olan hastalarin klinik parametreleri incelendiginde, alevli donemde olan

hastalarin klinik bulgularinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu gosterildi (Tablo-12).

Caligmaya alindiginda remisyonda olup tedavi sonrasi remisyonda kalan
hastalarin DAS 28 skoru tedavi sonrasi anlamli diizeyde diisiik bulundu. Grup B1’de
tedavi sonrast ESH seviyesi, HAQ skoru ve DAS 28 skorunda tedavi dncesine gore
anlaml bir diislis goriiliirken; grup B2’de ise sadece ESH seviyelerinde anlaml

diizeyde diistis saptand1 (Tablo-13).

Altinct ay kontrollerini tamamlayarak tedavi dncesi ve sonrasi hastalik aktivite
durumlarina gore gruplandirilan hastalar arasinda (Grup Al, Bl ve B2) tedavi
sonrasi Olgiilen DAS 28 ve HAQ skorlari agisindan anlamli farklilik tespit edildi.
Tedavi sonrasi dlglilen DAS 28 skorundaki farkliligin A1-B2 grubu ve B1-B2 grubu
karsilastirmalarindan; tedavi sonrasi Ol¢iillen HAQ skorunda farkliligin ise A1-B2

gruplarinin karsilastirmasindan kaynaklandigi gosterildi (Tablo-14).
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Tablo 10. Oksidatif hasar parametrelerinin kontrol grubu ve hasta grubunda

karsilastirmasi
Kontrol Grubu RA Grubu
(n:31) (n:69) pMann—whitn(-:*y 8]
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
1,66 2,37
8-OH-dG (091-483) (041-16.30) 0,008
0,04 0,04
S-cdA (0,00-0,50) (0,00-0,58) 0.775
0,04 0,070
RecdA (0,02-0,24) (0,00-0,43) 0.005
. 0,57 1,18
8-1z0-PGF2a (0.18-2,41) (0.24-6,84) < 0,001

8-OH-dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; S-cdA ve R-cdA: 8,5-siklo-deoksiadenozin; 8-izo-

PGF2a: 8-izoprostan; p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Tablo 11. Altinci ay kontrollerini tamamlayan hastalarda, klinik verilerin ve

oksidatif hasar diizeylerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilagtirmasi

RA Grubu 0. Ay RA Grubu 6. Ay
(n=48) (n=48) pieoren
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
iy -G (0,432,30) (0,2255-1;1,98) 0,001
S-cdA (o,o%?;,ss) (o,o%f,oe) <0,001
R-cdA (o,o%?o7,43) (o,o%?o5,25) 0,040
8-iz0-PGF2a (0,214’_166, 84) (0,3;?2,99) 0,010
CRP (0,70?52,00) (0,431(258,00) 0,017
DAS 28 Skoru (120,650 120570 <0,001
HAQ Skoru o oz

8-OH-dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; S-cdA ve R-cdA: 8,5-siklo-deoksiadenozin; 8-izo-
PGF2a: 8-izoprostan; ESH: Eritrosit sedimentasyon hizi; CRP: C-reaktif Protein; DAS 28: hastalik
aktivite skoru; HAQ: saglik degerlendirme anketi; p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 12. Tan1 aldiginda remisyonda olan grup (Grup A) ve tani aldiginda

alevli donemde olan grupta (Grup B) klinik verilerin ve oksidatif hasar diizeylerinin

(0. ay) karsilastirmasi

Grup A Grup B
n=29 n=37 pMann Whitney-U
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
2,55 2,34
8-OH-dG (0,41-6,32) (0,87-16,30) 0.605
0,04 0,04
S-cdA (0,01-0,58) (0,00-0,26) 0.130
0,06 0,08
R-cdA (0,02-0,17) (0,00-0,43) 0,054
8-izo- 1,46 117 0,190
PGF20 (0,24-6,84) (0,52-5,46)
24,0 42,0
gSH (7,0-62,0) (11,0-109,0) <0001
DAS 28 4,40 15,00
Skoru (0,30-33,50) (1,30-162,00) <0.001
2,0 3,64
CRP (1,20-2,60) (2,70-6,50) <0,001
0,25 1,00
HAQ (0,00-1,25) (0,13-2,38) <0,001

8-OH-dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; S-cdA ve R-cdA: 8,5-siklo-deoksiadenozin; 8-izo-
PGF2a: 8-izoprostan; ESH: Eritrosit sedimentasyon hizi; CRP: C-reaktif Protein; DAS 28: hastalik

aktivite skoru; HAQ: saglik degerlendirme anketi; p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Tablo 13. Oksidatif hasar parametrelerinin ve klinik verilerin tedaviyle degisen DAS

28 skorlarina gore gruplandirilan hastalarda tedavi dncesi ve sonrasi karsilastirmasi

Grup Al

Grup Al 6 A Grup Bl Grup Bl Grup B2 Grup B2
0. Ay =19 Pm]ﬂunn 0. Ay 6. Ay Pm’]rﬂnn 0. Ay 6. Ay Dm’]mxnn
=10 - =18 =18 =10 =10
Medyan | ° N .}an Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-Malks) W&!Jg@ (Min-Maks)| (Min-Maks) (Min-Maks)| (Min-Maks)
. 237 217 2.89 199 243 229
§-OH-4G (0.41-3,01) |(0,28-7.98) 0.601 (0.87-14.40) | (0.67-4.6T) 0.003 (1,80-16,30) | (0,94-7.35) 0.037
0.04 0,03 0.05 0,03 0.06 0,03
. : : . : : = : :
Seda (0.02-0,58) | (0.01-0,06) 0224 (0.00-0.26) | (0.00-0.60) 0,008 (0.02-0,16) | (0.01-0.06) 0.038
0.06 0.05 0.08 0.06 0,04 0.05
. : : . : : 77 : : 5
Rl (0,02-0,17) [(0.00-0,1T) 0263 (0.04-043) | (0.02-0.25) 0.0 (0.00-0.29) | (0.01-0,14) 0338
$-izo- 133 130 1.04 133 . 1.06 217
PGF2a | (0,24.6,84) |(0,30-16,69 0841 (0.62-546) | (0.68-7.63) 0022 0522.28) | (042:3,62) 0017
260 270 370 230 475 280
: ; s19 : N : : N
ESH (8.0-62,0) | 2,061.0) 0332 (190-86.0) | (2.062.,0) 0.026 (11,0-109,5) | (5.043,0) 0.021
43 22 835 5.20 1525 10,20
: : : : : -
CRP (0.70-33,50) | (0,40-24.0) 0344 (1,30-35,60) | (0,50-15,40) 0.064 (1,50-162,0) | (0,60-69.0) 0241
DAS 28 2.0 180 3.30 195 3.75 330 -
Skorn | (1,20-2,60) |{1,20-2,30) 0.047 (2,804 80) | (1,20-230) <0.001 (2.70-6,50) | (2.80-5,70) 0.085
0.12 0.00 < 0.62 0.12 125 050 R
HAQ (0,00-0,88) | (0,00-0,75) 0036 (0,13-188) | (0,00-225) 0041 (075-2,38) | (0,00-138) 0.067

8-OH-dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; S-cdA ve R-cdA: 8,5-siklo-deoksiadenozin; 8-izo-PGF2a: 8-

izoprostan; ESH: Eritrosit sedimentasyon hizi; CRP: C-reaktif Protein; DAS 28: hastalik aktivite

skoru; HAQ: saglik degerlendirme anketi; p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 14. Oksidatif hasar parametrelerinin ve klinik verilerin tedaviyle degisen DAS

28 skorlarina gore gruplandirilan hastalarda gruplar arasinda karsilastirmasi

Grup Al Grup Bl Grup B2
u-19 n-18 n-10 plnmlalvalis|  p1
Medyan (Min-Maks) | Medyan (Min-Maks) | Medyan (Min-Maks)
§ OH.AC 217 1,99 2,29 0.674
G (0,28-7.98) (0,67-4.67) (0,94-7,55) o
0.03 0,03 0,03
: . : -
feda (0,01-0,06) (0,00-0,60) (0,01-0,06) 0224
0.05 0,06 0,05 _
Bsda (0,00-0,17y (0,02-0,25) (0,01-0,14) 0.709
i 3 217
iy 130 3 > 0.966
PGF2uo (0,30-16,69) (0,68-7,63) (0,42-3,62)
27.0 250 280
ESH (2,0-61.0) (2,0-62,0) (5.043.0) 0.949
22 5,20 10,20
CRP (0,40-24.0) (0,50-15.40) (0,60-69.0) 0.163
5 0,393,
DAS 28 1.80 1,95 330 393,
Skoru (1,20-2,30) (1,20-2,30) (2,80-5,70) <0001 ;%’E,%li
5 0.258,
0.00 0,12 0,30 23,
HAQ (0,00-0,75) (0,00-2.25) (0,00-1,38) 0.007 f%[;gﬁg

p': Dunn ¢oklu karsilastirma testi, #A1 ve B1 gruplarimin karsilagtirimasi, 0A1 ve B2 gruplarmnin

karsilagtirilmasi, coB1 ve B2 gruplarinin karsilastirilmasi. 8-OH-dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; S-
cdA ve R-cdA: 8,5-siklo-deoksiadenozin; 8-izo-PGF2a: 8-izoprostan; ESH: Eritrosit sedimentasyon
hizi; CRP: C-reaktif Protein; DAS 28: hastalik aktivite skoru; HAQ: saglik degerlendirme anketi; RA:

Romatoid artrit. p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

4.5. Korelasyon Analizleri

Caligmaya dahil edilen tiim hastalarin oksidatif hasar parametreleri ve klinik

verileri arasindaki korelasyon incelenerek kiimiilatif bir iligski sorgulandi (Tablo-15).
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Tablo 15. Tiim hastalara ait korelasyon tablosu

0. Ay 6. Ay

8-OH- 0.Ay 0.Ay 0.Ay 0.Ay 0.Ay 0.Ay O0.Ay 8-OH- 6.Ay 6.Ay 6.Ay

dG_ S-cdA R-cdA 8-izop ESH CRP DAS28 HAQ dG ESH CRP DAS 28
0. Ay S- Korelasyon

cdA Katsay1si 351
Sig. (2-tailed) ,003

0. Ay R-Korelasyon

cdA Katsayisi 381446
Sig. (2-tailed)  ,001 ,000

Q. Ay 8- Korelasyon 135 -064 067

izop Katsayist
Sig. (2-tailed) ~ ,268 601 585

0. Ay Korelasyon ) )

ESH e ,076  ,307 ,209 -,063
Sig. (2-tailed) 537 011 ,086 609

0. Ay Korelasyon

CRP e 135 130,252 -,003 585
Sig. (2-tailed)  ,272 291 038 ,981 ,000

0. Ay Korelasyon

DAS 28 Katsayist ,006 ,149 206 -132 ,436 507
Sig. (2-tailed) 965 232,098 ,291 ,000 ,000

0. Ay  Korelasyon

MG L 197,203,089 -227 246 356 713
Sig. (2-tailed) 137,126 507 ,087 ,062 ,006 ,000

6. Ay 8- Korelasyon

OH-dG Katsayist 529  ,090 ,264 -,042 -098 ,184 -042 -041
Sig. (2-tailed) 000 544 070 777 506 210 776 782

6. Ay S- Korelasyon 032 374 021 -161 -004 -094 021 131 141

cdA Katsayist
Sig. (2-tailed) 829 ,009 ,888 274 981 525 888 375,338

6. AyR-Korelasyon = 146 089 257 031 -047 124 020 115 420

cdA Katsayisi
Sig. (2-tailed) ,207 548 078 ,833 753 403 843 436 ,003

6. AyB-Korelasyon 108 043 261 382 -048 071 013 -021 043

izop Katsayist
Sig. (2-tailed) 316 774 073 ,007 ,747 630 ,928 885 771

6 Ay Korelasyon —_4cp 039 068 063 351 196 100 -004 -043

ESH  Katsayisi
Sig. (2-tailed) 726,791 646 669 014 182 497 978 772

6. Ay Korelasyon 558 099 064 -027 249 478 250 095 198 435

CRP  Katsayist
Sig. (2-tailed) ,119 505 665 ,854 ,088 ,001 ,075 522 176,002

6. Ay Korelasyon

DAS 28 Katsayst 114 156 -,026 -,110 ,313 538 432 459 040 235 481
Sig. (2-tailed) 442 288 860 ,457 ,031 ,000 ,002 ,001 786 ,108 ,001

a7 NEIE L 179 201 051 -204 252 219 311 441 064 186 042 582

HAQ  Katsayisi

| Sig. (2-tailed) 262,207 754 200 112 ,169 ,048 ,004 690 ,244 793 ,000

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlaml1 (2-tailed).

*. Korelasyon 0.05 seviyesinde anlaml1 (2-tailed).

Spearman'’s rho

Tan1 alindiginda élciilen 8-OH-dG seviyeleri ile; tan1 alindiginda 6lgiilen S-
cdA ve R-cdA seviyesi arasinda pozitif yonde zayif diizeyde korelasyon; tedavinin
altinc1 ayinda oOlgiilen 8-OH-dG seviyesi arasinda ise pozitif yonde orta diizeyde

korelasyon bulundu.
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Tam alindiginda él¢iilen S-cdA seviyeleri ile; tan1 alindiginda 6lgiilen 8-OH-
dG seviyesi, R-cdA seviyesi, ESH seviyesi arasinda pozitif yonde zayif korelasyon;
tedavinin altinc1 ayinda oSlgiilen S-cdA seviyesi arasinda ise pozitif yonde zayif

diizeyde korelasyon bulundu.

Tam alindiginda olgiilen R-cdA seviyeleri ile; tan1 alindiginda 6lgiilen 8-OH-

dG ve S-cdA seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tam alindiginda olgiilen 8-izoprostan seviyeleri ile; tedavinin altinci ayinda

olgiilen 8-izoprostan seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tedavinin altinc1 ayinda odlgiilen 8-OH-dG seviyeleri ile; tedavinin altinci
aymda Olgiilen R-cdA seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon; tani
alindiginda olgiilen 8-OH-dG seviyeleri arasinda ise pozitif yonde orta diizeyde

korelasyon bulundu.

Tedavinin altinci ayinda o6lgiilen S-cdA seviyeleri ile; tan1 alindiginda

Olciilen S-cdA seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tedavinin altinci ayinda olgiillen R-cdA seviyeleri ile; tedavinin altinci

ayinda olgtilen 8-OH-dG seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tedavinin altinc1 ayinda ol¢iilen 8-izoprostan seviyeleri ile; tan1 alindiginda

Olctilen 8-izoprostan seviyeleri arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tam alindiginda odlgiilen ESH seviyeleri ile; tan1 alindiginda 6lciilen CRP
seviyeleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon; tani alindiginda 6lgiilen
DAS 28 skorlari, S-cdA seviyeleri ve tedavinin altinci ayinda 6lciilen ESH seviyeleri

arasinda ise pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tam alindiginda élgiilen CRP seviyeleri ile; tan1 aninda dlgiilen ESH ve
tedavinin altinci ayinda olgiilen DAS 28 skorlar1 arasinda pozitif yonde orta diizeyde
korelasyon; tan1 aninda 6l¢iilen DAS 28 skorlari, HAQ skorlar1 ve tedavinin altinci

ayimda odlgtilen CRP seviyeleri arasinda ise pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.
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Tam alindiginda olciillen DAS 28 skorlan ile; tan1 aninda Olgiillen ESH
seviyeleri, CRP seviyeleri, tedavinin altinct ayinda 6l¢iilen DAS 28 skorlart ve HAQ
skorlar1 arasinda pozitif yonde zayif korelasyon; tani alindiginda olgiilen HAQ

skorlar1 arasinda ise pozitif yonde gii¢lii diizeyde korelasyon bulundu.

Tam ahndiginda olgiilen HAQ skorlan ile; tan1 aninda olg¢lilen CRP
seviyeleri, tedavinin altinct ayinda oOlg¢lilen HAQ skorlar1 ve DAS 28 skorlart
arasinda pozitif yonde zayif korelasyon; tani alindiginda olglilen DAS 28 skorlari

arasinda ise pozitif yonde giiglii diizeyde korelasyon bulundu.

Tedavinin altinc1 ayinda élgiilen ESH seviyeleri ile; tan1 alindiginda 6lgiilen
ESH seviyeleri, tedavinin altinci ayinda olgiilen CRP diizeyleri ve yas arasinda

pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tedavinin altinc1 ayinda élciilen CRP seviyeleri ile; tedavinin altinci ayinda
Ol¢iilen ESH seviyesi, DAS 28 skorlar1 ve tan1 alindiginda dlgiilen CRP seviyeleri

arasinda pozitif yonde zayif korelasyon bulundu.

Tedavinin altinc1 ayinda olgiilen DAS 28 skorlar: ile; tedavinin altinci
ayinda Olgiilen HAQ skoru ve tani alindiginda 6lgiilen CRP arasinda pozitif yonde
orta diizeyde korelasyon; tedavinin altinci ayinda oOlgiilen CRP seviyeleri, tani
alindiginda olgiilen DAS 28 skorlar1 ve HAQ skorlar arasinda ise pozitif yonde zayif
iligkili korelasyon bulundu.

Tedavinin altinci ayinda él¢iilen HAQ skorlan ile; tedavinin altinci ayinda
Olciilen DAS 28 skorlar1 arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon; tani
alindiginda olgiilen HAQ skorlar1 ve DAS 28 skorlar1 arasinda ise pozitif yonde zayif

korelasyon bulundu.

RA hastalarinda oksidatif hasar verileri ile klinik parametrelere ait korelasyon
analizleri, alevli baglayip tedavi sonrasi remisyona giren grubun altinci ay verileri ile
de incelenmistir. Boylece klinik olarak etkinligi gdsterilen tedavinin oksidatif stresle
iliskisinin  incelenmesi  hedeflenmistir. Korelasyon analizleri Tablo-16’da

gosterilmistir.
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Tablo 16. Hastalik aktivitesindeki degisime gore alevli baglayip tedavi sonrasi

remisyona giren hasta grubunun, altinci ay verileri ile klinik bulgularin korelasyon

tablosu
6. Ay8-OH- 6.AyS- 6.AyR- 6.Ay8- 6.Ay 6. Ay 6.AyDAS
dG cdA cdA izop ESH CRP 28
6. Ay R-cdA Korelasyon x )
Katsayis1 637 220
Sig. (2-tailed) ,004 ,381
6. Ay 8-izop Korelasyon 208 - 459 119
Katsayis1 ' ' '
Sig. (2-tailed) ,408 ,055 ,638
©6. Ay ESH  Korelasyon -166 260 174 -206
> Katsayis1
s Sig. (2-tailed) ,510 ,297 ,491 411
£6. Ay CRP  Korelasyon 058 277 -239 441 564
o Katsayis1 ’ ' ' ' '
2 Sig. (2-tailed) ,820 ,265 ,339 ,067 ,015
6. AyDAS  Korelasyon 212 080 147 -173 417 469"
28 Katsayis1
Sig. (2-tailed) ,398 ,751 ,561 ,491 ,085 ,050
e 138 252 -,059 354 628 201 590"
Katsayis1
Sig. (2-tailed) ,624 ,364 ,834 ,195 ,012 AT72 ,020

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamli (2-tailed).
*. Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamli (2-tailed).

6. ayda olciilen 8-OH-dG seviyeleri ile; 6. ayda olgiilen R-cdA diizeyleri

arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon vardir.

6. ayda ol¢iilen R-cdA seviyeleri ile; 6. ayda oOlgiilen 8-OH-dG diizeyleri

arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon vardir.

6. ayda olciillen ESH seviyeleri ile; 6. ayda olgiilen CRP seviyeleri, HAQ

diizeyleri ve DAS 28 skorlar1 arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon vardir.

6. ayda olciillen DAS 28 skorlari ile; 6. ayda dlcililen CRP seviyeleri arasinda

pozitif yonde zayif korelasyon vardir.

6. ayda olciilen CRP seviyeleri ile; 6. ayda dlgiilen DAS 28 skorlar1 arasinda

pozitif yonde zayif korelasyon vardir.

6. ayda olciilen HAQ skorlan ile; 6. Ayda 6l¢giilen ESH seviyeleri arasinda

pozitif yonde orta diizeyde bir korelasyon vardir.

6. ay S-cdA ve 8-izoprostan diizeyleri ile herhangi bir parametre arasinda

korelasyon bulunmadi.
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5. TARTISMA

Romatoid artrit yikict ve ilerleyici otoimmiin bir hastaliktir. Kemik ve eklem
tahribatina yol acan kronik inflamasyonla karakterize olan RA’nin patolojisi heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Mevcut tedavi stratejisi ise semptomlar1 hafifletmeye
yoneliktir. Giincel yaklasimlarda ise pre-RA olarak adlandirilan, inflamasyon
alevlenmeden ve hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan Once hastaligi belirleyerek,

Onleyici tedavi uygulanmasi tartisilmaktadir (78).

Oksidatif stresin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif makromolekiil hasari,
birgok hastaligin patogenezinde oldugu gibi RA patogenezinde de rol alir. Oksidatif
strese yol agan artmis reaktif oksijen tiirleri (ROT) seviyesi, hastaligin hem bir
sonucudur hem de inflamasyonun devamliligini ve tahribati saglayarak hastaligin

nedenidir (10,74).

Oksidatif stres ve RA iligkisini inceleyen sinirli sayida klinik arastirma
bulunmaktadir (74). Bu c¢alismalarda RA hastalarinin oksidatif hasar diizeyleri
spesifik ve stabil olmayan belirteglerle incelenmistir. Ayrica rutinde uygulanan
tedavi siireci sonunda oksidatif hasar diizeylerinin RA hastalarinda prospektif olarak

incelendigi sadece birkag¢ ¢alisma bulunmaktadir.

Tiim bu bilgiler 15181nda ve ilgili literatiir taramas1 sonucunda eksik oldugunu
diisiindiiglimiiz RA hastalarinda oksidatif makromolekiil hasarinin tedavi stirecindeki
degisiminin prospektif olarak incelendigi bir ¢alisma planladik. Bununla birlikte
hastaliktaki oksidatif hasar parametrelerinin bazal durumunu gérmek amaciyla yeni

tan1 alan hastalarin oksidatif hasar diizeyleri saglikli kontrollerle karsilastirildi.

Calismamizda DNA niikleozit hasar tiriinleri olan 8-OH-dG ve R-cdA
seviyeleri, RA hastalarinda kontrollere gore yiiksek bulundu. Sonug¢larimiz literatiirle
uyumlu olmakla birlikte, literatiirde bakilan tek parametre olan 8-OH-dG’nin yani
sira R-cdA ve S-cdA’nin 6lgiilmesiyle oksidatif DNA hasarinin daha spesifik bir
sekilde ve sadece RA hastaligina bagli olarak arttiginin gosterilmesiyle literatiire
katki saglandi. Bununla birlikte tan1 alindiginda DAS 28 skorlarina gore remisyon
doneminde olanlar (Grup A) ya da alevli dénemde olanlar (Grup B) olarak

gruplandirilan hastalar arasinda DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu agisindan
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anlamli fark bulunmadi. Bu durum RA’da saglikli kisilere gore artan oksidatif
hasarin, hastaligin siddetinden bagimsiz olarak artis gosterdigini ortaya koymaktadir.

Calismamiz RA hastalarin1 bu agidan gruplandirarak inceleyen ilk ¢alismadir.

Oksidatif DNA hasarmin ayni anda birden fazla hasar iiriiniiniin 6l¢iilmesi ile
belirlenebilmesi, tek iiriin 6l¢iimiine gore sonuglarimizi daha giivenilir kilmaktadir
(3). Ayrica ¢alismamiz kullanilan yontem agisindan da yapilan galismalara {istiinlitk
saglamaktadir. Calisgmamizda oksidatif DNA hasar diizeylerinin belirlenmesinde
yiikksek duyarlilik ve o6zgilligii nedeniyle tercih edilen LC-MS/MS SID-MRM
yontemi kullanilmistir (2). LC/MS-MS yontemi birden fazla analitin ayn1 anda

Ol¢iilmesini miimkiin kilmaktadir.

RA hastalarinda 8-OH-dG seviyelerini saglikli kontrollerle karsilagtiran {i¢
calismaya rastlanmistir (79-81). Bu ii¢ ¢alismada da 8-OH-dG’nin 6lglimii igin
ELISA yontemi kullanilmis ve calismamizla uyumlu sekilde hastalarin hasar
diizeyleri kontrollere gore yiiksek bulunmustur. Ayrica hasta sayilar1 incelendiginde
Rall ve arkadaslar1 8 hasta, 8 saglikli kontrol; Seven ve arkadaslart 20 hasta, 15
saglikli kontrolde; Hajizadeh ve arkadaslar1 ise 49 RA hastasi, 30 kontrolde inceleme
yapmustir. Bizim calismamizda ise diger ¢alismalarda yer alan hasta sayilarindan
fazla olarak 69 RA hastasi, 31 saglikli kontrolde oksidatif niikleozit hasar dizeyleri

incelendi.

Stabil yapilar1 ve idrardaki kaynaklarinin bilinmesi sebebiyle daha giivenilir
belirtegler olarak kabul edilen S-cdA ve R-cdA diizeylerinin, RA hastalarinda ve
saglikli kontrollerde karsilagtirmali olarak incelendigi baska bir c¢alismaya
rastlanmadi. Caligmamiz bu anlamda literatiirdeki ilk ¢alismadir ve R-cdA diizeyleri
hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Hem 8-OH-dG seviyesinin
hem de R-cdA seviyesinin RA hastalarinda artmasi, oksidatif niikleozit hasarinin RA
i¢in bir belirteg olabilecegini gostermektedir. 8-OH-dG nin idrardaki kaynagi olarak
BER mekanizmasinin yani sira insan Mut T homolog’unun (hMTH1), 8-OH-
dGTP’yi hidrolize ederek hasarli lezyonu niikleotid havuzundan yok etmesi
onerilmektedir. Bu sebeple 8-OH-dG hem insan 8-OH-Gua glikozilaz (hOGG1)
enzimi ile DNA’dan kesilerek hem de niikleotid havuzundan atilarak idrarda

goriilmektedir (54). S-cdA ve R-cdA ise sadece NER mekanizmasi ile DNA’dan
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niikleozit olarak atilmaktadir (62). Bu da S-cdA ve R-cdA’nin idrardaki kaynaginin
direkt olarak DNA onarimi oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla R-cdA diizeyinin
RA hastalarinda yiiksek bulunmasi, bu hastalarda DNA niikleozit hasarinin arttigini
daha kesin bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu kapsamda bulgularimiz oksidatif DNA

niikleozit hasarinin incelenecegi sonraki ¢alismalara 151k tutacaktir.

Oksidatif makromolekiil hasarinin giivenilir belirte¢lerinden biri olan lipit
peroksidasyon {iriinii 8-izoprostanin RA hastalarinda yiikseldigi bir¢ok caligma ile
gosterilmistir (9,75,76,82,83). Calismamizda literatiire uygun olarak 8-iz0-PGF2a
diizeyleri RA hastalarinda saglikli kontrollere gore yiliksek bulunmustur. Calismamiz,
lipit peroksidasyon iiriinii ile birlikte ayni anda DNA niikleozit hasarinin da
olgiildiigii ilk ¢alismadir. 8-iz0-PGF2a, 8-OH-dG ve R-cdA’nin RA hastalarinda
yiiksek bulunmus olmasi, oksidatif makromolekiil hasarinin RA hastaliinda

kullanilabilecek bir biyobelirte¢ oldugu goriisiinii destekler niteliktedir.

Bununla birlikte 8-izo-PGF2a 6l¢iimiinde kullanilan ELISA yontemi igin
piyasadaki kitlerden en kapsamli sekilde tasarlanmais, literatiirde en sik kullanilan kit
ile ¢alisgmamizi tamamladik. Klawitter ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar
calismada kullandigimiz Cayman Chem. 8-izoprostan ELISA kiti, iki farkli marka kit
ile ve LC-MS/MS yontemi ile karsilastirilmustir (84). Olgiimler iiclii tekrar ¢alisilmis
ve calisma sonucunda ii¢ kitin de LC-MS/MS sonuglarindan daha yiiksek sonug
vermesine ragmen en yakin sonucu Cayman Chem. 8-izoprostan ELISA kitinin
verdigi gozlemlenmistir. Biz de bu calismadan yola c¢ikarak kit se¢imimizi
gerceklestirdik. Kit protokolii, idrar Orneklerini analiz etmeden Once kati faz
ekstraksiyonu (Solid Phase Extraction — SPE) veya 8-izoprostan afinite kolonlari ile
on ekstraksiyon yapilmasini 6nermektedir. Biz de laboratuvar kosullarimiza uygun
olarak bir én c¢alisma ile SPE yontemini denedik. Orneklerimizi ELISA ile analiz
etmeden Once SPE kartuglarinda ekstrakte ederek kullandik ve SPE uygulamasinin
sonuglarimiza goz ard1 edilebilecek bir etki ettigini gozlemledik. Ayrica her ne kadar
ticari bir kit kullaniyor olsak da dogruluk ve tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yaparak
yontemin laboratuvar i¢i verifikasyonunu da sagladik. Ek olarak idrar ornekleri
calismaya kadar -80 °C’de bekletilirken olusabilecek herhangi bir yalanci lipit

peroksidasyonunu onlemek adina ELISA kiti protokoliinde belirtilen oranda
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orneklere bir antioksidan olan biitil hidroksi toluen ekleyerek, caligmamizin

giivenirligini arttirdik (77,85).

Uygulanan tedavi sonrasi RA hastalarinda oksidatif makromolekiil hasarina
etkilerini prospektif olarak inceleyen yalnizca ii¢ ¢alismaya rastlanmistir (86-88). Ug
calismada da 8-OH-dG seviyeleri ELISA yontemi ile dl¢giilmiis ve tedavinin altinci
ayinda diisiik bulunmustur. Ancak, calismalarda segilen hasta gruplar1 kullandiklar
ilaca gore olusturulmustur. Ayn1 gruba ait olan bu {i¢ calismadan birinde sadece
metotreksat kullanan hastalar (87), birinde sadece etanercept kullanan hastalar (86),
ve son olarak bir digerinde sadece infliximab kullanan hastalar ¢aligmaya dahil
edilmistir (88). Bu ¢alismalardan sadece bir biyolojik ajan olan infliximab ile yapilan
arastirmada hem 8-OH-dG hem de 8-izoprostan seviyeleri, iki analit i¢in de ELISA
yontemi kullanilarak ayni1 anda Olgiilmiistir. Biz c¢alismamizda hastalarimizi
kullandiklar ilaglara gore gruplandiramadik ancak ¢alismamiz tedavi sonrasi hem
lipit hem de niikleozit hasarminin birlikte degerlendirilmesiyle, 8-OH-dG’ye ek
olarak R-cdA ve S-cdA olgiilmesiyle ve niikleozit hasari i¢in daha spesifik bir

yontem olan LC-MS/MS’in kullanilmastyla tistiinliik saglamaktadir.

Calismamiza dahil edilen ve altinci ay kontroliinii tamamlayan hastalarda DNA
niikleozit hasar {Uriinleri seviyeleri, tedavi sonrasi anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Ayrica tedavi sonucunda degisen DAS 28 skoruna gore tedaviye alevli
baslayip tedavi sonucunda remisyona giren ya da alevli devam eden her iki grupta da
8-OH-dG ve S-cdA seviyelerinin, tedavi sonrasi diistiigii saptanmistir. Bu durumda
alt1 aylik tedavi siireci sonunda gozlenen hastalik aktivite degisiminden bagimsiz bir
sekilde tiim alevli baslangicli olan hastalarda tedaviye yanit olarak DNA hasari
diismiistiir. Ayrica remisyon doneminde tani alan, tedavi sonrasi da remisyonda

kalan hastalarda DNA hasar1 diizeyleri agisindan fark bulunmamustir.

Tedaviye alevli donemde baslayan kisilerde DNA hasarinin da tedaviyle
birlikte anlamli diisiis gostermesiyle, verilen tedavi protokoliinin DNA hasari
diizeylerini azaltmas1 agisindan da etkin oldugunu ve tedavinin izlenebilirligine DNA
hasar1 parametrelerinin de katkis1 olabilecegi gosterilmistir. Tan1 aldiginda alevli
donemde olan hastalarda tedavi sonrasi hastalik siddeti alevli devam etse de bu

hastalarin DAS 28 skorlarinda 0-6. ay arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan
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bir azalma gozlenmistir (0.ay DAS 28 skoru medyan: 3,75 — 6.ay DAS 28 skoru
medyan: 3,30). DAS 28 skorlarindaki bu diisiis, hastalarin tedaviye cevap vermeye
basladiklarimi gostermektedir. Bu durum, DNA hasar1 parametrelerinin tedaviye
yaniti DAS 28 skoruna gore daha Once gosteren bir biyobelirteg adayi olarak
degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle alevli baslaylp remisyon
donemine girenlerde de DNA hasarmin diisik bulunmasi belirteglerin tedavi

etkinligini degerlendirmedeki gilivenirligini arttirmaktadir.

RA hastalarinda R-cdA ve S-cdA seviyelerinin hasta — kontrol karsilastirmasi
olmadig1 gibi tedavi Oncesi ve sonrast incelemesini yapan bir calismaya da
rastlanmamistir. Calismamiz sonucunda hem R-cdA hem de S-cdA tedavi sonrasi
anlamli Slgiide diislis gostermistir. Bununla birlikte 8-OH-dG seviyesinin de diismiis
olmasi, uygulanan tedavinin oksidatif DNA niikleozit hasar1 lizerine olumlu bir etkisi
oldugunu gostermektedir. RA tedavisi goren kisilerde oksidatif DNA niikleozit
hasari seviyelerindeki diisiis, bu parametrelerin RA hastaliginda tedavi etkinliklerinin

sinanmasinda biyobelirte¢ olarak kullanilmasint miimkiin kilmaktadir.

Calismamizda 8-izoprostan seviyeleri tedavi sonrasi, tedavi Oncesine gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. ilgili literatiir taramas1 yapildiginda RA
hastalarinda izoprostan diizeylerinin tedavi sonrasini inceleyen tek bir ¢aligmaya
rastlanmistir. Kageyama ve arkadaslarinin 2008’de yaptiklari bu g¢alismada hasta
grubu olarak sadece infliximab kullanan 23 RA hastasi ve 7 saglikli kontrol
degerlendirilmistir. RA hastalarinin 54 hafta boyunca izlendikleri bu calisma
sonucunda 8-izoprostan seviyelerinin tedavi sonrast diistigii gozlenmistir (88). Bir
biyolojik ajan olan infliximab’in 8-izoprostan seviyelerini diisiirdiigiinii gosteren
bagka caligmalar bulunmaktadir (89,90). Ancak biz calismamizda biyolojik ajan
kullanan hastalar1 dislayarak degerlendirmeye almadik. Bu sebeple DMARD’larin 8-
izoprostan lizerine etkilerini arastirdigimizda, ozellikle tedavide oOncii ilag olarak
kabul edilen metotreksat (MTX) ile ilgili ¢aligsmalara rastlanmistir. Calismamizda da
¢ogunluk olarak kullanilan ilag MTX (55 hasta - %79,7) oldugundan bu ¢alismalar

dikkate alinmistir.
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Literatiirde MTX’1n oksidatif hasar parameterelerine etkilerini inceleyen ve
akut lenfoblastik 16semi hastasi olan c¢ocuklarda yapilan calismalarda, MTX
kullanim1 sonrasinda izoprostan seviyelerinin kullannom dozuna ve siiresine bagl
olarak arttig1 bildirilmistir (91-93). Buna karsin Bauerova ve arkadaslarinin 2014’te
adjuvan kaynakli artritli si¢anlarda yaptig1 calismada hayvanlarin plazma 8-
izoprostan seviyelerinin MTX kullanimi sonrasi diistiigii gosterilmistir (94). Rho ve
arkadaglar1 ise RA ve sistemik lupus eritematozus tedavisi devam eden hastalari
MTX kullanan ve MTX kullanmayan olarak gruplandirarak degerlendikleri iki

calismada gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamislardir (95,96).

Biz de calismamizda, alt1 aylik tedavi sonrasi hastalik siddetindeki degisime
gore hastalar1 gruplandirdik. Tan1 aldiginda alevli grupta olan hastalarin alti aylik
tedavi sonrasi remisyona girmeseler dahi 8-izoprostan seviyelerinde artig
goriilmiistiir. Aym sekilde DMARD kullanimima baslamadan 6nce remisyon
déneminde olup, alt1 aylik tedavi sonrasi remisyonda kalmaya devam eden hastalarda
ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artis s6z konusudur. Bu durum, 8-
izoprostan  seviyelerindeki artistin - DMARD  kullanomma  bagli  oldugunu

diistindiirmektedir.

Calismalardaki bu farkliliklarin farkli ilaglarin, farkli etki mekanizmalarina
bagli oldugu diisiincesindeyiz. Ayn1 zamanda ayni ilacin farkli hastaliklarda, farkl
yolaklar tizerinde etkili oldugu da g6z oniinde bulundurulmalidir. Metotreksat, ilk
olarak kanser terapilerinde yiiksek dozda kullanilmak tizere gelistirilmis, daha sonra
immiin baskilayic1 ve anti-inflamatuvar etkileri sebebiyle diisiik doz olarak RA’da
kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiizde baslangi¢ tedavisinde en ¢ok tercih edilen,
biyolojik ajan kullaniminda dahi ek olarak kullanilan 6ncii ilagtir (97,98). Bir folat
antagonisti olan MTX, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek nitrik oksit
sentezini azaltir ve ROT {iretimini arttirir (99,100). Artan ROT, T hiicrelerin
apoptozuna sebep olurken; RA patogenezinde 6nemli rol oynadigi bilinen fibroblast
benzeri sinovyositlerde (Fibrbloast Like Synoviocyte - FLS) MTX’m bu etkisi
goriilmez (98,100). Aksine Sung ve ark 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada FLS’lerde
MTX’1in ROS iiretimini inhibe ettigini ortaya koymustur (101). MTX ayni zamanda

hiicrede kullanilabilir nikotinamid adenosin difosfat (NADPH) seviyesini diisiirerek
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onemli bir antioksidan olan glutatyonun da etkilerini azaltir. MTX hiicresel

antioksidan kapasiteyi diisiirerek hiicreleri ROT’a duyarli hale getirir (102).

Bu bilgiler gbz 6niinde bulunduruldugunda ¢alismamizda tedavi sonrasi 8-
izoprostan seviyelerinin yiiksek bulunmasinin hastalarin kullandiklar1 ilaglardan
kaynaklandig1 diisiincesindeyiz. MTX, RA hastalarinda immiinbaskilayici olarak
gorev alirken T hiicre apoptozunu, FLS’lerde ROT diisiiriicti etkisinden daha baskin
olarak tetikliyor olabilir. Kullanilan ilaglarin sistemik etkileri oldugundan tek bir
parametreyle degerlendirmek eksik olacaktir. Dolayisiyla daha sonraki ¢aligmalarda
plazma 8-izoprostan seviyeleri ve idrar 8-izoprostan seviyeleri es zamanli olarak

incelenebilir.

Buna ek olarak tedavi sonrasi hastalarda lipit peroksidasyon iiriinii artarken
DNA niikleozit hasar iirlinlerinin azalmis olmasi; lipitlerin DNA’ya gore oksidatif
hasara daha yatkin olmalarindan kaynaklaniyor oldugu da diisiiniilebilir. Bu da DNA
hasarinin lipit peroksidasyonuna goére daha uygun bir biyobelirte¢ oldugu sonucunu
ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica DNA onarilabilir bir 6zellikteyken lipit peroksidasyonu
geri dontisiimsiiz bir sekilde gergeklesir. RA hastalarinda DNA hasar parametrelerine

ek olarak hastalarda DNA onarim kapasitesinin de incelenmesi onem tasimaktadir.

RA hastalarinda klinik parametreleri tiim hastalarda tedavi Oncesi ve sonrasi
degerlendirildiginde, klinik bulgularin tiimiinde (DAS 28 skoru, HAQ skoru, CRP ve
ESH seviyeleri) tedavi sonrasi bir iyilesme/diisiis goriilmektedir. Hastalar1 baslangig
ve tedavi sonrasi DAS 28 skorlarina gore gruplandirdigimizda ise tedavisine alevli
donemde baslanan ve tedavi sonrasi remisyona giren hastalarda DAS 28 skorunun
yani sira hastalarin ESH seviyeleri ve HAQ skorlar1 da anlamli seviyede diisiik
bulunmustur. Ayrica tedaviye remisyon doneminde bagslayip remisyonda kalan hasta
grubunda, hastalik siddeti degismese dahi DAS 28 skorlarinda anlamli bir disiis
gorilmiistiir. Bu sonuclar mevcut tedavinin klintk anlamda etkinligini

vurgulamaktadir.

Calismamizda degerlendirdigimiz  oksidatif hasar {irtinlerinin, klinik
parametrelerle iligkisini inceledigimizde tani aninda olgiillen ESH ve tani1 aninda

Olgiilen S-cdA haricinde anlamli bir korelasyon bulunamamistir. Bu konuda
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literatlirde tartismali sonuglar yer almaktadir. Rho ve arkadaslar1 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmada idrar 8-izoprostan seviyelerini 169 hasta — 92 kontrolde, GC-MS
yontemiyle degerlendirmis ve DAS 28 skoru ile bir korelasyon bulamamuistir (75).
Buna karsin Kwasny-Krochin ve arkadaslar1 46 hasta — 50 kontrolde, plazma
izoprostan seviyelerini ELISA ile dlgerek DAS 28 skoru ile korelasyon bulmustur
(76). Luczaj ve arkadaslari ise 73 hasta- 73 kontrolde yaptiklar1 ¢alismada hem
plazma hem de idrar 8-izoprostan seviyelerini LC-MS/MS yo6ntemi ile 6lgmiistiir.
Korelasyon analizi yapilmayan ¢alismada hastalar DAS 28 skorlarina gore yiiksek
hastalik aktivitesi ve diisiik hastalik aktivitesi olarak gruplandirilmis ve yiiksek
hastalik aktivitesine sahip grupta 8-izoprostan seviyeleri daha yiikksek bulunmustur
(83). Kageyama ve arkadaslar1 etanercept ve metotreksat ¢alismalarinda 8-OH-dG ile
klinik parametreler arasinda bir korelasyon bulamazken; infliximab ile yaptiklart
calismada 54 hafta takip ettikleri hastalarda 8-OH-dG ile CRP seviyesi ve DAS 28
skoru arasinda anlamli bir korelasyon bulmustur (86-88). Ancak ayni ¢aligmada 8-
izoprostan ile klinik parametreler arasinda bir iliski gozlenmemistir (88). Bu
baglamda orneklem biiyiikliigli ve 6rnek secimi 6ne cikmaktadir. Hastalarin uzun

stire takip edildigi ve ¢cok ornekli calismalar planlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢aligmamizdan elde edilen bulgular, RA’da tedavi 6ncesinin yani
sira tedavi sonrasi da oksidatif makromolekiil hasarinda meydana gelen degisimlerin
incelenmesi ile literatiirde bir boslugu doldurmus ve bu konuda gergeklestirilecek

ileriki ¢alismalara 151k tutmustur.

Calismamizda RA hastalarinda oksidatif makromolekiil hasarinin arttig
gosterilmigtir. Calismamiz hem lipit hem de DNA niikleozit hasarinin yiiksek
Ozgillige ve hassasiyete sahip yontemlerle, stabil ve spesifik biyobelirteclerle
incelendigi ilk ¢alisma olmustur. Calismamizda LC-MS/MS yontemi ile 8-OH-dG’ye
ek olarak R-cdA, S-cdA 6l¢iimii ve ayni hasta grubunda 8-izoprostanin da 6l¢iilmesi

calismamizin en 6nemli tistlinliikleridir.

Calismamiz uygulanan tedavi sonrasi oksidatif makromolekiil hasarindaki
degisimin prospektif olarak kapsamli bir sekilde incelendigi ilk calismadir. Artan 8-
izoprostan seviyesine karsilik DNA niikleozit hasar iiriinlerinin seviyeleri tedavi

sonrasinda diisiik bulunmustur.

Alt1 aylik tedavi sonrasi hastalarda klinik agidan iyilesme gozlenmistir.
Calisgmamiz bu anlamda rutin tedavinin etkinligini ortaya konmasma destek
saglamigtir. Ancak oksidatif hasar parametreleri ile klinik bulgular arasinda bir

korelasyon bulunamamuistir.

Bulgularimiz literatiire 6nemli katkilar saglamanin yani sira gelecek ¢aligmalar
icin de bir kaynak niteligindedir ve yeni hipotezlerin gelistirilmesine katk1

saglayacaktir.
Gelecege yonelik planlanan diger ¢calismalar:

RA hastalarinda makromolekiil hasarinin, hastalarin kullandiklar1 ilaca gore
gruplandirilarak incelendigi bir ¢alisma literatiirde dnemli bir eksikliktir. Daha biiyiik
orneklem gruplariyla, uygulanan tedavilerin etkinlikleri oksidatif hasara etkileri

acisindan degerlendirilmelidir.
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RA hastalarinda DNA onarim kapasitesi, 6zellikle bir onarim enzimi olan PARP-1’in

aktivitesi kapsamli olarak incelenebilir.

Tedavi sonrasi yiiksek bulunan 8-izoprostan seviyeleri, hem kanda hem de

idrarda olgiilerek olasi bir farklilik degerlendirilebilir.

RA patogenezi heniliz tam olarak aydinlatilamadigi i¢in yapilacak tiim klinik
arastirmalar, mekanizma calismalar1 ve molekiiler incelemeler literatiire 6nemli

katkilar saglayacaktir.
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EK-2:

ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU

(Hekimin Agiklamasi)
Sayin goniilli,

“Romatoid Artrit Hastalarinda Oksidatif DNA Hasar1 ve Lipit Peroksidasyon
Diizeylerinin Prospektif Olarak Incelenmesi” baslikli arastrma ¢alismasina
katilmaniz istenmektedir. Caligmaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir.
Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini,
bilgilerinizin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini
anlamaniz onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman

ayiriniz.

Calismamizin amaci, romatoid artrit tedavisinde kullanilan farkli alt
gruplardaki biyolojik ajanlarin oksidatif stresin duyarli gostergeleri olan oksidatif
DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu diizeylerine etkisini inceleyerek uzun vadede
etkinliklerini degerlendirmektir. Ayrica, hastalarin hastalik aktivite skoru ve
inflamasyon parametrelerinin karsilagtiritlmasi ve bu sayede romatoid artrit tedavi
siireclerine katki saglanmasi amaglanmaktadir. Katiliminiz durumunda sizden
tedaviye basladigimiz giin ve tedavinizin altinci ayinda sabah ilk idrar ornekleri
alinacaktir. Idrar &rneklerinin  toplanma islemi igin hastaneye gelmeniz
gerekmemektedir. Evde aldiginiz sabah ilk idrar 6rneginin belirli bir siire i¢inde
teslim edilmesi gerekmektedir. Calismamizda idrar 6rneginizden DNA hasar1 ve lipit

peroksidasyon iirlinleri dlgiilecektir.

Calismaya katilmakla parasal bir yiik altina girmeyeceksiniz ve bu ¢alisma
bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurumuna da ek bir mali yiikiimlilik
getirmeyecektir. Tiim c¢alisma masraflari, arastirma biitgesinden karsilanacaktir.
Calismaya katilmayr kabul etmeniz durumunda size de herhangi bir 6deme

yapilmayacaktir.
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Bu ¢aligmada sizin i¢in beklenen bir rahatsizlik ya da risk s6z konusu degildir.
Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar kisisel bilgilerinizi
arastirmay1 ve istatistiksel analizleri yiiriitmek i¢in kullanacaktir ancak, kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Calismanin sonunda size ait sonug¢lar hakkinda bilgi
istemeye hakkiniz oldugu gibi bdyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da
vardir. Bu bilgiyi sizin disinizda biriyle paylasmamiz da ancak sizin izninizle

olacaktir.

Bu caligmaya katilmay1 reddetme hakkina sahipsiniz. Reddettiginiz takdirde de
hastalik takibiniz olagan sekilde devam edecektir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu”
verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda, mazeret belirtmeksizin ayrilmakta

Ozgursunuz.
(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Yukarida, goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum.
Kendi bagima belirli bir diisiinme siiresinden sonra, tibbi amag ile gergeklestirilecek
olan bu arastirmaya ‘“katilimc1” olarak katilma karari aldim. Bu konuda yapilan

daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biliyilk 6zen ve sayg ile
yaklasilacagina inanmiyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag: konusunda bana yeterli

giiven verildi.

Projenin yiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan

cekilebilirim. Ayni sekilde arastiric da beni ¢alisma dis1 birakabilir.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmadim. Eger katilmayi

reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime bir zarar
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getirmeyecegini biliyorum. Aklima takilan herhangi bir soru olur ise 0555 .........

numarasindan Uzm. Dr. Aydan KOKEN AVSAR’a ulasabilirim.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anladim. Bu aragtirmaya katilmay1
kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Arastirici,
saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat edecegim noktalari

da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Katilimc Goriisme tanigi
Ads, soyadu: Adi, soyadz:
Adres: Adres:

Tel. : Tel. :

Tarih: Tarih:

Imza: Imza:

Katilimei ile goriisen hekim
Adi, soyadi:

Adres:

Tel. :

Tarih:

[mza:

Bu c¢alisma i¢in alinan idrar Orneklerinin daha sonra farkli bir bilimsel

aragtirma amactyla kullanilmasina:
() izin veriyorum

() izin vermiyorum
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EK-3: POSTER SUNUMU

Romatoid Artrit Hastalarinda Lipit Peroksidasyon Diizeylerinin
Klinik Bulgular lle lligkisinin Prospektif Olarak Incelenmesi

Yagmur Yavas', Gamze Tuna’, Nazli Ecem Dal Bekar?, Hiiray islekel’2, Aydan Koken Avsar?, Yesim Erez3, Sinem Burcu Kocaer?,
Fatos Onen3, Gergek Can?, Merih Birlik!3

1.  Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi Molekiiler Tip AD. izmir/Turkiye
2. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD. izmir/Tiirkiye
3.  Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari AD. Romataloji Bilim Dali izmir/Tiirkiye

GENEL BILGILER ve AMAC
Romatoid artrit (RA), kronik, inflamatuvar, otoimmun bir hastaliktir. Taniyi takiben hastaya hastalik
modifiye edici anti-romatizmal ilaglar (DMARD) verilmektedir. Endojen veya ekzojen yollar sonucu
ortaya gikan reaktif oksijen tirleri; hiicre membranindaki lipitler, hiicre ici proteinler veya DNA gibi  |uausosiensrasyons, ~ BEYIN aLp K i e,
makromolekdlleri oksidatif hasara ugratarak bir¢ok hastalik ile iliskilendirilen hasarli Grinlerin )
olusumuna yol agmaktadir (Sekil 1). Esterlenmis arasidonik asidin serbest radikal katalizli Ja e, BOBREK
peroksidasyonu sonucu uretilen, F2-izoprostan ailesinin bir Gyesi olan 8-izoprostan National
Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) tarafindan gerceklestirilen Oksidatif Stres
Biyobelirtegleri Calismasi'nda, kararli yapisiyla endojen lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde

‘altin standart’ olarak tanimlanmustir .

Bu galismanin amaci; RA hastalarinda lipit hasari diizeylerinin saglikh kisilere gore nasil degistigini
incelemek, ayrica alti aylik tedavi stireci sonunda hastalarin klinik bulgulari (Disease Activity Score
(DAS28 skoru), Health Assessment Questionnaire (HAQ skoru), inflamasyon parametreleri gibi) ile

Serbest Radikal Aracili Oksidatif Hasar
Alzheimer, Parkinson, MS, ALS, OCD,
Otizm, Depresyon, Bipolar Bozukluk

Ateroskleroz

AKCIGER
Brongit, Kronik Bobrek
Kanser Yetmezligi, Renal Nefrit
DAMARLAR DERI
Kingiklik, Akne, Egzama,
A{ Koles! ot
o \ Pscciyasis, Kanser
IMMON SISTEM MULTI-SISTEMIK
ommut | omain DPR r
s onmmwk

Sekil 1: Oksidatif stresin iliskili oldugu
baz hastaliklar.

lipit peroksidasyon duzeyleri arasindaki iliskinin prospektif olarak incelenmesidir.

YONTEM

DEU Hastanesi Romatoloji poliklinigine bagvuran ve yeni tani
alan 54 hastanin tani aldiklarinda (0. ay) ve tedavilerinin
altinci ayinda sabah ilk idrar 6rnekleri toplandi. Ayrica 29
saglikli gonullinin sabah ilk idrar 6rnekleri galismaya dahil
edildi (Etik Kurul Karar No: 2018/22-48). Hasta ve saglikli
kontrol grubu idrar 6rneklerinde lipit peroksidasyon trini
8-izoprostan diizeyinin 6lgimii ELISA (Cayman Chemical,
ABD) vyontemi ile gerceklestirildi (Sekil 2). ELISA
okuyucusunda belirlenen optik yogunluklara gore 8-
izoprostan konsantrasyonu pg/mL olarak hesaplandi. Elde
edilen sonuglar kreatinin ile normalize edildi. Hastalar ileri
donuk olarak 6 ay boyunca izlenerek tedavi 6ncesi ve sonrasi
8-izoprostan duzeyleri degerlendirildi ve klinik bulgularla
iliskisi arastinildi. Tim istatistiksel analizler SPSS 24.0 ve
Graphpad Prism 9 stramleri ile yapildi. p degeri 0,05'ten
dustuk olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

X% 7y
o 3(

< > B 7 9o
R Y YY)

Antikor kapl ki klar Tracer, antiserum ve
e s ormekle inkubasyon

Y - Fare Antitavsan IgG
* Bloke edici proteinler
%0 -B.izoprostan'a baglanan tracer
8 'a spesifik antis

BULGULAR

Hastalarin tani aldiklarinda o6lgllen 8-izoprostan diizeyleri, saghkh
kontrollere goére anlamli dizeyde vyiksek bulundu (p<0,001).
Hastalarin  tedavinin  altinci  ayinda Olgllen  8-izoprostan
seviyelerinde, tedavi oncesine gore istatistiksel olarak anlamli
dlzeyde bir ylkselme gozlendi (p=0,016) (Sekil 3 ve 4). Hastalarin
tedavilerinin altinci ayinda o6lglilen DAS28 skorlarinda anlamli bir
dists saptandi (p<0,001) (Sekil 5). Hastalarin tani alindigi an
Olglilen DAS28 skoru ile HAQ skorlari arasinda pozitif yonde guiclu
korelasyon bulundu (r=0,714; p<0,001). Hastalarin klinik bulgulari
ve 8-izoprostan seviyeleri arasinda anlaml bir korelasyon
bulunmadi (p>0,05) (Sekil 6).

Medyan o= Hasta Oay
(min-max) WHasta Bay
i o
(ng/mg Kreatinin) E = Saghkl Kontrol
2
Hasta grubu 1,14 = 5 147
. ¢ T @
0ay (n=54) (0,24-6,84) s
2E
SE
28
Hasta grubu 1,53 c2
6ay(n=54) | (0,30-16,99) gx ]
o
5
o
Kontbrol 057 &
gruu (0,18-2,04) ®
(n=29) o
Hasta grubu ‘Saghkh Kontrol

“ Serbest 8.izoprostan

b 8.8 3 SORRS
e Y Y Y 1 YY Y YY)
Absorbans

$ekil 2: Yarismali ELISA yénteminin calisma prensibi

Sekil 3: Gruplarin 8-izoprostan  $ekil 4: Hasta grubu ve kontrol grubu 8-
duzeyleri

SONUC
« Sonuglarimiz, literatiirle uyumlu olarak RA hastalarinda lipit
peroksidasyonunun arttigini gostermistir.
* Hastalarin altinci ayda olglilen DAS28 skorlarinda tespit
edilen dusus, tedavinin etkinligini ortaya koymustur.
« Tedavi sonrasi, hastaligin regresyonuyla birlikte beklenen 8-
izoprostan seviyesindeki dislsin aksine 8-izoprostan
duizeylerinin yiikseldigi goralmustur.

Sekil 5: Hasta grubunun tani Oay CRP

izoprostan seviyeleri karsilastirmasi. Hasta
grubunun 0-6 ay karsilagstirmasi igin Wilcoxon;
hasta grubu ve kontrol karsilagtirmasi igin
Mann Whitney U testi uygulanmistir.

0ay isop pg/mi
6ay isop pg/mi

vas
0ay HAQ
6ay HAQ

6ay isop pgiml| 05
9'\;‘ 9'\" 6ay kreatinin|

¥
O O Isop ngimg|
& & il °gayssu °

aldiklari giin ve tedavilerinin altinc
ayinda olgulen DAS28 skorlarinin
karsilastirmasi. DAS28 skorlarinin
0-6 ay karsilastirmasi i¢in Wilcoxon
testi uygulanmistir.

Sy AR, 10

Sekil 6: Korelasyon tablosu
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