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Diz osteoartritli hastalarda eklem sivisinda nitrik oksit degerleri ve
superoksit dismutaz enzim aktiviteleri

Nitric oxide levels and superoxide dismutase enzyme activity
in synovial fluid of patients with knee osteoarthritis
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Amag: Diz osteoartritli (OA) hastalarin eklem sivisinda
nitrik oksit (NO) diizeyi ve siiperoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesi arastirild.

Hastalar ve yéntemler: Amerikan Romatoloji Birligi
OA olciitlerine uyan 36 hasta (31 kadin, 5 erkek; ort. yas
63; dagilim 48-88) calismaya alindi. Hastalarin diz grafi-
leri Kellgren-Lawrence radyografik siniflamasima gore
derecelendirildi. Sinovyal sivi o6rnekleri, OA nedeniyle
diz protezi veya hiyaluronik asit enjeksiyonu yapilan
hastalardan girisimden once igne aspirasyonuyla toplan-
d1, daha sonra Eppendorf tiiplerine aktarilarak -80 °C’de
saklandi. Sinovyal sividaki nitrit ve nitrat degerleri Gri-
ess reaksiyonuna dayali spektrofotometrik yontemle be-
lirlendi. Toplam SOD aktivitesi de spektrofotometrik
yontemle 0l¢iildii. Sonuglar, diz eklemleri klinik ve rad-
yografik olarak normal bulunan, ancak nedeni bilinme-
yen diz agrisindan dolay1 artroskopi uygulanan 10 has-
tayla (6 kadin, 4 erkek; ort. yag 49; dagilim 26-70) karsi-
lagtirildi.

Bulgular: Osteoartritli hasta grubunda NO diizeyi kont-
rol grubuna gore anlaml derecede yiiksek, SOD aktivite-
si diisiik bulundu (p<0.001). Kellgren-Lawrence radyog-
rafik derecelendirme gruplari arasinda NO ve SOD de-
gerleri agisindan anlamli fark yoktu (p>0.05).

Sonug: Bulgularimiz NO’nun kikirdak yikim mediyato-
rii, SOD’nin ise antioksidan mediyator oldugunu diisiin-
diirmektedir. Bu degerlerin klinik 6énemini aydinlatmak
icin daha kapsamli ¢alismalara ihtiyac vardir.

Anahtar sozciikler: Eklem kikirdagy; nitrik oksit; osteoartrit, diz;
stiperoksit dismutaz; sinovyal siv1.

Objectives: We investigated nitric oxide (NO) levels and
superoxide dismutase (SOD) enzyme activity in synovial
fluid of patients with primary knee osteoarthritis (OA).

Patients and methods: The study included 36 patients
(31 females, 5 males; mean age 63 years; range 48 to 88
years) with knee OA according to the diagnosis criteria of
American College of Rheumatology. Radiographic severi-
ty of OA was assessed according to the Kellgren-
Lawrence grading system. Synovial fluid samples were
taken by needle aspiration before knee arthroplasty or
hyaluronic acid injection and stored at -80 °C in Eppendorf
tubes. Nitrite and nitrate levels were determined by the
spectrophotometric method based on the Griess reaction.
Total SOD activity was determined by the spectrophoto-
metric method. The results were compared with those of
10 controls (6 females, 4 males; mean age 49 years; range
26 to 70 years) who clinically and radiographically had
normal knees, but underwent arthroscopic examination for
knee pain of unknown origin.

Results: Compared to controls, NO levels were signifi-
cantly higher and SOD activity was significantly lower in
patients with OA (p<0.001). No significant differences
were found between radiographically graded groups with
regard to NO level and SOD activity (p>0.05).

Conclusion: Our data suggest that NO acts as a potent
mediator of cartilage damage and SOD as an antioxidant
mediator in OA. Further studies are needed to clarify the
clinical significance of these parameters.

Key words: Cartilage, articular; nitric oxide; osteoarthritis, knee;
superoxide dismutase; synovial fluid.
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Osteoartritin (OA) nedeni ve tedavisi tam ola-
rak bilinmemekle birlikte, yapim ve yikimin bir
arada bulundugu, metabolik olarak aktif, dinamik
ve coketkenli bir hastalik oldugu sdylenebilir."”

Kondrositler, muhtemelen osmolarite degisik-
likleri veya hiicre membranina bagh matriksteki
zorlanmanin veya elektrik yiikiiniin degismesi so-
nucunda, doku yanitin1 uyaran mediyatorler salgi-
lar. Kikirdak hiicreleri cesitli kimyasal ve mekanik
streslere yanit olarak nitrik oksit (NO) tretir. Nit-
rik oksit tirtinlerinin OA’l1 eklem kikirdaginda art-
mis oldugu gosterilmistir.”” Hiicre digina gikan
NO, matriks makromolekiillerini pargalayan me-
talloproteazlarin iiretimini indiikleyen interlokin-1
(IL-1) yapimini baslatir. Deneysel OA modellerin-
de, NO triinlerinin OA’l1 kikirdaktan IL-1, IL-6, IL-
8, timor nekroz faktor-o (TNF-a) ve metalloprote-
inazlar gibi enflamatuvar mediyatorlerin sentezini
uyardig1 gosterilmistir.*”

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge
hiicresel hemostaz igin 6nemlidir. Yeterli siiperok-
sit dismutaz (SOD) siiperoksit artiklarini toplaya-
bilir ve NO'nun aktif bir sinyal molekiilti olmasin1
saglarken, SOD'nin lokal yoklugu peroksinitrit ve
oksidatif iiriinlerin olugmasina yol acar.” Oksidatif
stresin apopitotik hiicre 6liimiine neden oldugu ve
SOD'nin apopitozisi onlemede ¢ok 6nemli rol oy-
nadig1 gosterilmistir."” Insan ve hayvan calismala-
rinda, apopitotik kondrosit sayisinin OA'l1 kikar-
dakta normal kikirdaktan fazla oldugu ve OA de-
recesiyle dogru orantili oldugu bulunmustur."""”
Kikirdaktaki ektraseliiler matriks kaybinin apopi-
totik hiicre sayisiyla dogru orantili oldugu bulun-
mustur.”

Literatiirde OA derecesiyle oksidan/antioksi-
dan diizeyleri arasindaki iligkiyi gosteren ¢alisma-
lar celigkilidir. Buradan yola ¢ikilarak, bu ¢alisma-
da, OA’l1 hastalarin diz eklem sivilarinda NO dii-
zeyi ve SOD enzim aktivitesi, diz eklemleri klinik
ve radyografik olarak normal bulunan kontrol gru-
buyla karsilastirildi ve OA etyolojisinde oksi-
dan/antioksidan dengenin rolii arastirild1.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismaya Amerikan Romatoloji Birligi OA
olciitlerine™ uyan 36 hasta (31 kadin, 5 erkek;
ort. yas 63+8; dagilim 48-88) alind1. Sinovyal s1v1
ornekleri, OA nedeniyle diz protezi veya hiyalu-
ronik asit enjeksiyonu yapilan hastalardan giri-
simden Once igne aspirasyonuyla toplandi. Sino-
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vyal siv1 Orneklerini toplama protokolii fakiilte-
miz etik kurulu tarafindan onaylandi. Tim has-
talarin direkt diz grafileri Kellgren-Lawrence
radyografik siniflamasina gore derece 2 (n=7), 3
(n=17) ve 4 (n=12) olarak siniflandirildi. Hastala-
rin higbiri kortikosteroid, kondroprotektif ilaglar,
analjezik veya nonsteroidal anti-enflamatuvar
ila¢ kullanmiyordu. Romatolojik hastalig1 veya
aktif sinoviti olan olgular, sekonder OA’l1 olgu-
lar, onceki yillarda siddetli diz travmas1 gegiren
hastalar, cerrahi veya artroskopik girisim geci-
renler, enfeksiyon veya atesli hastalig1 olanlar,
eklem ici steroid veya hiyaluronik asit tedavisi
goren hastalar calismaya alinmadi.

Sonuglar, nedeni bilinmeyen diz agrisindan do-
lay1 artroskopi uygulanan (kontrol grubu) 10 has-
tayla (6 kadin, 4 erkek; ort. yas 49+15; dagilim 26-
70) karsilastirildi. Bu hastalarin diz eklemleri kli-
nik ve radyografik olarak normaldi; meniskiis yir-
t181, bag yaralanmasi, enflamasyon veya dejenera-
tif kikirdak degisikligi yoktu. Kontrol grubunun
eklem sivisi artroskopik girisimden hemen 6nce
aspire edildi.

Biyokimyasal 6l¢iimler

Sinovyal s1v1 diz ekleminden aspire edildikten
sonra Eppendorf tiiplerine aktarilarak -80 °C’de
calisma anina kadar saklandi. Nitrik oksidin ya-
rilanma omrii bir kag saniye gibi kisa bir siire ol-
dugundan biyolojik sistemlerde tespiti ¢ok zor-
dur. Kisa stire i¢cinde nitrit (NO,) ve sonrasinda
nitrata (NOj) okside olmaktadir. Bu ytizden, nit-
rit ve nitrat miktar1 NO tretiminin bir indeksi
olarak kullanilmaktadir. Ornekler énce Somogy
ayracityla deproteinize edildi. Sinovyal s1v1 nitrit
ve nitrat degerlerinin belirlenmesi i¢in Griess re-
aksiyonuna dayali yéntem kullanildi."” Total nit-
rit (nitrit+nitrat), bakirlanmis kadmiyum graniil-
leri tarafindan nitrat, nitrite gevrildikten sonra
spektrofotometrik olarak 545 nm dalga boyunda
olciildii. Nitrik oksit diizeyi mikromol/I birimiy-
le belirtildi.

Total (Cu-Zn ve Mn) SOD (EC 1.15.1.1) aktivite-
si Sun ve ark.nin."” tanimladig1 spektrofotometrik
yonteme gore belirlendi Reaksiyonun prensibi
ksantin/ksantin oksidaz sisteminin nitroblue tet-
razolium (NBT) rediiksiyonunun inhibisyonuna
dayanuir. Siiperoksit dismutazin 1 tinitesi enzim ak-
tivitesinin %50’sinin inhibisyonuna neden olan
NBT rediiksiyon orani olarak tanimland ve aktivi-
tesi U/ml olarak belirlendi.
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istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS 10.0 paket
programi kullanilarak yapildi. Tiim verilerin nor-
mal dagilimi gézden gegirildi. Gruplarin paramet-
relerini karsilastirmak i¢in Mann-Whitney U-testi
ve t-testi kullanildi, p<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Gruplar arasinda demografik o6zellikler, klinik
ve laboratuvar degerleri (tam kan sayimu, eritrosit
sedimantasyon hizi ve C-reaktif protein de dahil)
acisindan fark gozlenmedi (p>0.05).

Sinovyal sivi NO diizeyi OA hasta grubunda
(115.2+16.5 pmol/1) kontrol grubuyla (91.7+9.8
pmol/1) karsilastirildiginda anlamli derecede yiik-
sekti (p<0.001). Sinovyal s1vi SOD aktivitesi kont-
rol grubunda (13+2.8 U/ml), OA grubundan
(10.65+4.3 U/ml) yiiksek bulundu (p<0.001).

Kellgren-Lawrence" radyografik siniflamasina

gore gruplandirildiginda, derece 2 hastalarda orta-
lama NO degeri 115.7+9.1 pmol/1, SOD enzim ak-
tivitesi 12.3+2.4 U/ml; derece 3 hastalarda ortala-
ma NO degeri 119.6+17.1 pmol/1, SOD enzim akti-
vitesi 10.844 U/ml; derece 4 hastalarda ortalama
NO degeri 108.8+17.8 pmol/1, SOD enzim aktivite-
si 9.4+4.8 U/ml idi. Gruplari arasinda NO ve SOD
degerleri agisindan anlaml fark yoktu (p>0.05).

TARTISMA

Eklem kikirdag: mekanik yiiklenmelere yapim
ve yikim seklinde degisik yanitlar verebilen meka-
nik olarak hassas bir dokudur ve kondrositler,
farkli hiicresel ve biyokimyasal mesajlarla zararl
veya yararl yanit verebilirler."” Osteoartritli kond-
rositler strese maruz kaldiklarinda kollajen ve ag-
regan sentezinin inhibisyonuyla iligkili olarak nit-
rik oksit sentetazi (NOS) indiikler; boylece, kikir-
dak dokuda uzun siireli kompresyonun etkisiyle
hem NO hem de siiperoksit iiretimi artar."” Kikir-
dagin hem mekanik hem de sitokin uyaris1 NO ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) araciligiyla oluyor gibi
goriinmektedir. Nitrik oksidin yiiksek lokal kon-
santrasyonunun kollajen ve proteoglikan sentezini
inhibe ettigi,”"” metalloproteinazlar aktive ettigi,""”
diger oksidanlarin zararh etkilerine yatkinhg: artir-
dig1,” IL-1 reseptdr antagonistlerinin sentezini
azalttigy,”" kondrosit poliferasyonunun inhibisyonu-
na yol actig1® ve apopitotik hiicre liimiinti indiik-
leyerek”""*"” kondrosit fonksiyonlarina giiglii zarar

verici etkisi olabilecegi gosterilmistir. Ayrica, NO fib-
ronektinin kondrosite yapismasini inhibe eder ve so-
nugta proteoglikan sentezi azalir.”” Nitrik oksit sen-
tezinin inhibisyonuyla kondrosit apopitozisi ve ek-
lem kikirdag yikimi azaltilmustir.*” Bircok calisma-
da OA’da sinovyal s1tvi NO diizeyinin kontrol grup-
laria oranla yiiksek oldugu gosterilmistir.**” Ca-
lismamizda da, sinovyal sivi NO diizeyinin primer
diz OA'l1 hastalarda arttigini gozlemledik.

Stiperoksit ve NO biyolojik sistemlerle hizli bir
reaksiyona girer, peroksinitrit ve hidroksil radikalle-
ri igeren toksik tiirler tiretir. Hiicreler, ROS un toksik
etkilerini 6nlemek i¢in antioksidan enzim sistemle-
rine sahiptir. Organizmada enerji tiretiminin artikla-
r1 olan ROSu temizlemek icin bir¢cok mekanizma
vardir. Bunlar SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon S-transferaz, glutatyon rediiktaz ve kata-
bolik olmayan antioksidanlardir.” Siiperoksit dis-
mutaz, ROSa kars1 ilk savunma hattidir ve hidrope-
roksitlerin indirgemesini katalizler; sonugta, meme-
li hiicresini oksidatif yikima kars1 korur.” Hiicresel
hemostaz icin oksidan ve antioksidanlar arasindaki
denge 6nemlidir. Stiperoksit dismutazin lokal yok-
lugu peroksinitrit ve diger oksidatif tiirlerin olusu-
muna yol agarken, yeterli SOD stiperoksit artiklari-
n1 temizler ve NO'nun aktif sinyal molekiilii kalma-
sina izin verir.”” Oksidatif stresin apopitotik hiicre
oliimtiniin bir nedeni oldugu ortaya konmustur ve
SOD apopitozisi onlemede ¢ok Onemli rol oyna-
maktadir. Stiperoksit dismutaz mimetiklerinin, kol-
lajenin neden oldugu artritte enflamasyon siddetini
diistirdiigii gosterilmistir.™ Stiperoksit dismutaz,
mekanik giiclere kars1 hem yikim hem de enflama-
tuvar sitokinlere yanit olarak olustugundan, asir1
siiperoksit artiklarini temizleme kapasitesi ekstrase-
liller matriks yapisal molekiillerinin korunmasini
siirdiirmede 6nemli kontrol noktasi olarak tanimla-
nabilir. Hidrojen peroksidin diistik degerlerinin
sentezi uyardigl ve mekanik yaralanmadan sonra
matriks tamirine yardimc oldugu gosterilmesine
ragmen, ekstraseliiler SOD diizeyi yetersiz oldu-
gunda oksidan/antioksidan denge okside enflama-
tuvar bolgeye kaymakta ve daha fazla toksik radi-
kal olusmaktadir.”"

Banford ve ark.” romatoid artritli hastalarmn
eritrosit SOD aktivitelerinde kayda deger bir azal-
ma bildirmiglerdir. Regan ve ark.” hayvan OA mo-
delinde ve insan OA’sinda SOD’de anlamli azalma
bildirmislerdir. Baska calismalarda sinovyal sivi
SOD aktivitelerinde belirgin artis gozlemlenmis-



tir.”* Sumii ve ark.” romatoid artrit ve OA’l1 has-
talarin diz eklem sivilarinda SOD enzim aktivitele-
rini kontrol grubundan yiiksek bulmuslardir. De-
neysel OA'nin rekombinant insan SOD'si ile tedavi-
si kikirdak yikimi derecesinde kayda deger diisme-
ye yol agmistir.”” Calismamizda sinovyal sivi SOD
enzim aktivitesi, primer diz OA’l1 hastalarda kont-
rol grubundan diistik bulundu. Hiicrelerdeki oksi-
datif stres artisina bagh olarak, viicutta antioksidan
savunma sistemleri devreye girer ve olusan
ROS'nin beklenen toksik etkilerini detoksifiye et-
mek i¢in antioksidan enzimlerin tiretimi baslangicta
artar. Olayin ilerleyen donemlerinde hasar devam
ettikce, liretim bir asamadan sonra artan tiiketimi
karsilayamaz hale gelir ve bu enzimlerin aktivitele-
ri azalir. Bu durumun yansimasi olarak, OA'nin er-
ken evrelerinde eklem sivisinda artis gosteren SOD
enzim aktivitesi, ileri donemlerde tiiketime bagh
olarak azaliyor olabilir. Calismalarda SOD enzim
aktivitesiyle ilgili bildirilen geliskili sonuglar bu du-
rumdan kaynaklaniyor olabilir. Calismamizda da
OA'nin derecesi arttikca SOD enzim aktivitesinin
azalmasi bu goriisii desteklemektedir.

Karan ve ark.” derece 3 OA’da NO diizeyinin,
derece 2'den yiiksek oldugunu gozlemislerdir. Calis-
mamizda da derece 3'te NO degerleri en yiiksek se-
viyede iken, derece 4'te en diisiiktii. En yiiksek NO
diizeylerinin derece 3 OA’da olmasini, bu fazin en
aktif faz olmasina ve derece 4'{in sadece sekel faz ol-
masina baghyoruz. Bununla birlikte, cahismamizda
hastalar OA'nin derecesine gore gruplandirildigin-
da, bu gruplar arasinda NO degerleri agisindan an-
laml fark bulunamadi. Daha genis hasta gruplarmn-
da OA derecesi ile NO ve SOD degerleri arasinda
anlamli iligki ortaya ¢ikabilecegini diisiiniiyoruz.

Bu calismada, diz OA’da belirgin sekilde NO dii-
zeyinin arttig1 ve SOD enzim aktivitesinin azaldig:
gosterilmistir. Bu bulgular NO'nun kikirdak yikim
mediyatorii oldugunu, SOD'nin antioksidan mediy-
atorii oldugunu distindiirmektedir. Oksidan/anti-
oksidan dengenin antioksidanlar lehine cevrilmesi
belki de OA tedavisinde yeni bir donem anlamina
gelebilir. Bu konunun klinik 6énemini aydinlatmak
icin daha kapsamli calismalara ihtiyag vardir.
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