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1.GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) tekrarlayan ates, peritonit, sinovit, plorit,
nadiren perikardit ve menenjit ataklar ile karakterize otozomal resesif gecisli genetik
bir hastaliktir. Akdeniz ¢evresindeki irklar ve etnik gruplarda (Tiirkler, yahudiler,
ermeniler, ve araplar) nisbeten sik goriilmektedir (1, 2).

Hastaligin ve aktivasyonlarin patogenezinde bircok mekanizma ileri
stiriilmiigse de kesin olarak nedeni bilinmemektedir. En ¢ok kabul gdren hipoteze
gore hastalarin ¢ogunda gozlenen MEditerranean FeVer (MEFV) gen mutasyonu esas
rolii oynamaktadir. MEFV geni pyrin (marenostrin) isimli proteini kodlamaktadir. Bu
proteinlerin eksternal patojenlere ve zararli ajanlara karsi olusan viicut savunmasinda
immun sistemi diizenleyici etkisi vardir (3). Bu proteinlerin hatali sentezlendigi AAA
hastalarinda enflamasyonun baskilanamamasi ve serdz zarlara olan nétrofil gogiiyle
enflamasyon ve klinik bulgular gelismektedir.

Ataklar esnasinda polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) hem sayis1 hem de
kemotaktik aktivitesi ileri derecede artmistir. Tutulmus olan dokularda belirgin
notrofil hakimiyeti mevcuttur (4). Hastaligin 6zellikle aktif doneminde belirgin olan
notrofil aktivasyonunun da nedeni tam olarak bilinmemektedir.

Hastaligin kesin tedavisi mevcut olmamasina ragmen bugiin i¢in kullanilan
en etkin tedavi kolsisindir. Kolsisin etki mekanizmasi kismen bilinen
antienflamatuvar bir ilagtir. Hiicresel seviyede 6zellikle notrofiller iizerinde inhibitor
etkiye sahiptir. AAA’de ortaya c¢ikan bu nétrofil hiperaktivasyonuna karsi kolsisin
ozellikle fagositoz ve kemotaksisi onleyici etkiler gosterebilmektedir (5).

Calismamizda AAA hastalarinda atak donemi ve atak disinda notrofilleri
aktive eden molekiiler mekanizmalar1 ve bu mekanizmalar {izerine kolsisinin etkisini
arastirmayr amacladik. Daha oOnce One siiriilen hipotezlere ek olarak hasta
gruplarimizda notrofil aktivasyonunda oksidatif stresin roliinii belirlemek icin
notrofillerde intraseliller ve serum oOrneklerinde oksidatif stres gostergelerini
degerlendirdik. Calismamizda oksidatif stres gostergeleri olarak; Glutatyon (GSH),
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Malonildialdehit (MDA) diizeyleri incelendi.

Ayrica oksidatif stres durumunda hiicre igine kalsiyum (Ca™) iyon akiminda artma



olabilecegi disiiniildii. Bu amagcla hastalifin olusumunda 6nemli rol oynayan
nétrofillerin aktivasyonunda oksidatif stres bulgulari ile birlikte Ca™ sinyali de
incelendi ve sitozole Ca™ akis1 6lgiildi.

Bu arastirma sonucunda AAA hastalarinda aktif donemde noétrofil
aktivasyonunun ve oksidatif strese bagli DNA hasarmin birbiri ile etkilesiminin
belirlenmesi amaglandi. Sonugta nétrofilleri aktive eden ve sinyalizasyonunu bozan
molekiiler mekanizmalar ile hastaligin olusum nedenlerinin anlasilmasinda 6nemli
bir katk: saglanabilecektir.

Ayrica hastalifin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kolsisinin c¢alisilan
parametreler iizerinde etkileri incelenerek, hem etki mekanizmasina 1s1k tutulabilecek
hem de bu mekanizmalar iizerinden gelistirilecek yeni tedavi yontemi i¢in katkida
bulunulabilecektir. Calismamiz bu baglamda bahsedilen mekanizmalarin etkisini

inceleyen ilk caligmadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi

2.1.1. Tanim

Ailevi Akdeniz Atesi giiniimiizde bilinen herediter periyodik ates sendromlari
arasinda en yaygin ve en iyl taninmis olamidir. AAA, etnik kokenlerle iliskili,
otozomal resesif gecis gosteren, yaklasik olarak diinya genelinde 150.000’e yakin
insan1 etkiledigi bilinen bir hastaliktir (6). Tipik ataklar genellikle li¢ giinden kisa
stireli ates, peritonit, plorezi, artrit ve erizipel benzeri cilt lezyonlariyla karakterizedir
(7). Hastaligin en ciddi komplikasyonu, bazi vakalarda klinik tabloya eklenen

amiloidozisdir (8).

2.1.2. Epidemiyoloji

Ulkemizde pediatrik yas grubunda yapilan bir epidemiyolojik calismada
muhtemel AAA prevalansi 9,3/10000 olarak bildirilmistir. Ulkemizde en yaygmn
olarak Orta ve Dogu Anadolu’da ortaya c¢ikmaktadir. Yahudilerde ve Liibnan
Ermenilerinde bu oran 1/500 olarak bildirilmistir (4).

Hastalarin ¢ogunda ilk semptomlar ¢ocukluk veya addlesan dénemde, 5-15
yaslar1 arasinda ortaya c¢ikar. Hastalarin %90’inda ilk atak 20 yasindan Once
baslamaktadir. Erkeklerde goriilme orani kadinlardakinin 1,5-2 katidir. Olgularin
% 30-50’sinde aile Oykiisii vardir (9).

2.1.3. Patogenez

AAA’nin genetik temeline yonelik dnemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina
ragmen hastalifin patogenezi hala tam olarak aydinliga kavusmus degildir. Pyrin
disfonksiyonu AAA etyopatogenezinin temelini olusturmaktadir. MEditerranean
FeVer (MEFV) genindeki c¢esitli mutasyonlar sonucu farkli genotip ve fenotipler
ortaya ¢ikar. Bu farklilik AAA’nin agirlik derecesini, gelisme sikligini, degisik etnik



gruplarda farkli siddette seyretmesini ve amiloidoz gelisimini belirlemektedir. Bu
gendeki mutasyonlardan on tanesi 10. Eksonda saptanmistir. Bunlardan ilk dort
mutasyon (M694V, M690I, M6941, V726A) tim etnik gruplarin %85’inde
bulunmustur. Bu mutasyonlar Anadolu Tiirklerinde heterojen dagilim gosterir.
M694V mutasyonu amiloidoz ile sik iligkili bulunmustur (10). Ulkemizde yapilan bir
calismada Tirk AAA hastalarinda MEFV geninde en sik goriilen mutasyonlarin
orani; M694V icin %51.55, M680I icin %9.22, E148Q i¢in %3.55, V726A igin
%2.88, M6941 i¢in %0.44 olarak belirlenmis ve Tiirk popiilasyonundaki AAA
tastyiciligl %20 olarak rapor edilmistir (11).

Otozomal resesif gecisli olan AAA hastalifina neden oldugu diisiiniilen
MEFV geni pyrin/marenostrin adi verilen ve normal sartlarda enflamasyonu kontrol
altinda tutmaya yarayan bir proteini kodlamaktadir.

Patogenezde ileri siiriilen en O6nemli hipotez, pyrin/marenostrin’in notrofil
aracili enflamasyonu baskilamasinda aksama olmasidir. MEFV geninde mutasyon
olustugunda ortaya c¢ikan fonksiyonel degisiklikler, enflamasyonun kontroliinii
aksatabilmektedir. Bu durumda, ¢esitli nedenlerle uyarilan enflamatuar reaksiyonlar
durdurulamamakta ve ates ile birlikte, periton, plevra, eklemler ve deri gibi belirli
bolgelere sinirli enflamasyon ataklariyla karakterize klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir.

AAA’da enflamasyon ataklarinin periyodik olarak gelismesi pyrin’in normal
sartlarda gorevini yerine getirebilirken, stres durumunda yeterli diizeye ulagamamasi
nedeniyledir. Bu nedenle pyrin enflamasyonu kontrol edici gorevini yerine
getirememekte ve hastalik bulgularina neden oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
genetik mutasyonlarin yani sira, ¢evresel tetikleyicilerin de AAA patogenezinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Hastaligin  temelinde otoimmiin mekanizmalarin  bulunabilecegi de
diisiiniilmiis, ancak spesifik otoantikorlarin saptanamamis olmasi ve semptomlarin
steroidlere yanit vermemesi patogenezde otoimmiin degisikliklerin rol oynadigi
goriistint azaltmistir (12).

Glinlimiizde AAA’da nétrofil aktivasyonunu gosteren caligmalarla da
patogenez aydinlatilmaya calisilmaktadir. AAA’li hastalarda 6zellikle ataklar
esnasinda PMNL’in kemotaktik aktivitesi ileri derecede artmustir. Tutulmus olan

dokularda belirgin nétrofil hakimiyeti mevcuttur (4).



Bu hastalarda, nétrofil B2 integrin ve L-selektin (LS) yapigsma molekiillerinin
hiicre yiizeyinde bulunusu arastirllmis ve kimyasal uyaranlarin nétrofil
kemotaksisine etkisi incelenmistir. Notrofillerin kemotaktik aktivasyonu 32
integrinin ve LS molekiiliniin ortaya ¢ikisini arttirmaktadir. Bu da lokositlerin
endotele yapismasini ve enflamasyon bolgesine gegisini saglar. Atak sirasinda AAA
hastalarinda notrofil yilizeyinde B2 integrinin ortaya ¢ikisi kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Kimyasal uyar1 sonrasinda B2 integrin ve LS’in ortaya
cikisinda ise kontrol grubuna gore belirgin bir farkliliga rastlanilmamistir. Sonug
olarak; atak sirasinda kimyasal uyariyla iligkili olmayan nétrofil aktivasyonu oldugu
gosterilmistir (13).

Bunun yani sira AAA’da hiicreler arasindaki Soluble intercellular adhesion
molecule-1 (sICAM-1) ve Interleukin-8 (IL-8) seviyelerinin yiiksek oldugu
saptanmis ve lokositlerin endotel ylizeyine yapigmasinin arttig1 gosterilmistir (14).

Kolsisin, in vitro ortamda tiibiilin molekiiliine baglanarak mikrotiibiil
olusumunu saglayan polimerizasyonu engellemektedir. Mikrotiibiiler toksikasyon
hiicrenin mitozunun metafazda duraklamasina sebep olur. Mikrotiibiiller; sinir
hiicrelerinde, siliyali hiicrelerde, l6kositlerde ve sperm kuyrugunda yogun olarak
bulunan organellerdir. Bu nedenle bu hiicreler diger hiicrelere gore kolsisinden daha
yogun olarak etkilenirler. Kolsisin mikrotiibiil polimerizasyonu inhibe ederek bu
yolla intraseliiler graniillerin hareketini de inhibe eder ve hiicre disina c¢esitli
komponentlerin salinimini bozar (5).

Kolsisin ayn1 zamanda monosit ve notrofil kemotaksisini azaltir, 16kosit c-
AMP diizeyini artirarak lizozomal degraniilasyonu inhibe eder. Yapilan bir
calismada kolsisinin insiilin, tiroksin, TSH, amilaz ve katekolamin salinimini, mast
hiicrelerinden histamin salimimini azalttigi, fagositlerden lizozomal hidrolazlarin
salimmin1 engelleyerek ekstraseliiler alana kollajen transportunu engelledigi
saptanmistir (15).

Kolsisin 6zellikle notrofillerde diger hiicrelere gore rolatif olarak daha yiiksek
konsantrasyonlara ulasir. Notrofillerdeki en belirgin etkisi, diisitk konsantrasyonlarda
bile kemotaksisi inhibe etmesidir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise Tiumor

Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) ve IL-1’e yanit olarak gelisen nétrofil adezyonunu,



ameboid hareketlerini, mobilizasyonunu ve lizozomlarin degraniilasyonunu ve
sonugta fagositozu etkilemektedir (15, 16).

AAA’li hastalarda IL-8 ve sICAM-1 seviyeleri de yiiksek bulunmustur
dolayisiyla AAA’da notrofillerin artmis adezyon yoluyla aktive oldugu iddia
edilmistir (14). Kemokinler l6kositlerde kemotaksis olusturan veya onlari aktive
eden sitokinlerdir. Klasik kemokinler arasinda Compleman 3a (C3a), (CS5a),
Lokotrien B4 (LTB4), platelet aktive eden faktdr yer almaktadir. In vitro ve in vivo
yapilan c¢aligmalarda, kemokinlerin AAA gibi enflamatuvar hastaliklarda rol
oynadig1r ve onlar1 hedef alan yeni tedavi stratejilerinde yer almasi gerektigi Oone
stiriilmektedir (17).

1984 yilinda Matzner ve ark. AAA’li hastalarin periton ve sinoviyal
stvilarinda, kompleman aktivasyonu sirasinda olusan ve Onemli bir enflamatuar
mediatdr olan C5a inhibitoriiniin eksikligini gostermiglerdir. Komplemanin C5a
parcas1 ve IL-8, kemotaktik aktiviteye sahip enflamasyon onciisii olan peptidlerdir.
C5a inhibitoriiniin eksik olmasi nedeni ile enflamatuvar yanitin yetersiz baskilandigi
ve notrofil kemotaksisinin inhibe edilemedigi ileri siiriilmiistiir (18) .

Bir sempatomimetik ajan olan metaraminol infiizyonunun akut ataklara yol
acmasi nedeniyle ketakolamin metabolizmasindaki bir bozuklugun AAA ile iligkili
olabilecegi One sliriilmiistiir. Bu gorlise destek olarak da ataklar sirasinda plazma

adrenalin diizeyleri belirgin derecede artmis olarak bulunmustur (4).

2.1.4. Klinik Bulgular

AAA’nin tipik 6zelligi karin agrisi, gogiis agrist veya eklem agrisinin eslik
ettigi akut ates ataklaridir. Hastalar ataklar arasi donemlerde tamamen normal ve
sagliklidirlar. Ataklar genellikle 12-72 saat arasinda sonlanir, ancak artralji veya
artrit daha uzun siireli olabilir. Ataklar arasinda diizenli bir zaman aralig1 olmadigi
gibi ataklarin siiresi ve klinik ozellikleri de ataktan ataga farkliliklar gdsterebilir.
Ataklarin siklig1 ve siddeti yagla birlikte azalir (4).

Ataklar tetikleyen belirgin bir faktor tespit edilememisse de emosyonel stres,

asir1 fiziksel aktivite ya da menstiirasyonla tetiklenebilmektedir (9).



Hastalik ilk kez cocukluk veya geng eriskin yasta ortaya ¢ikar. Hastalarin
%75’inde yasamin ilk 10 yilinda, %90’1nda ise ikinci 10 yilin sonuna kadar atak
baslamis olur (9). AAA’ll hastalar iki fenotipe ayrilirlar. Ates, karin agrisi, eklem
agrisi, gogls agrisi gibi tipik ataklarin goriildiigii hastalar fenotip I, tipik ates ve karin
agris1 gibi hastaliga 0zgii ataklar olmadan amiloid nefropatisi gelisen hastalar ise

fenotip II olarak siniflandirilirlar (19).

2.1.4.1. Ates

Ates 38-40°C’ye kadar yiikselebilir. Akut ataklarin hemen hepsinde ates
gbzlenir. Bazen subfebril seyredebilirken, %2 olguda tek basina ates

bulunabilmektedir (20).

2.1.4.2. Peritonit

Atesten sonra en sik rastlanan ikinci belirtidir. Hastalarin yaklasik %95’ inde
bulunurken, %50’sinde ilk semptomdur (4). Bulanti ve kusma eslik edebilir.
Eriskinlerde konstipasyona, g¢ocuklarda ise ishale daha sik rastlanir. Agr1 genellikle
bir kadrandan baslayip tiim batina yayilir. Fizik muayenede batin sis goriinlimde,
rijit, hassas, barsak sesleri azalmis olabilir, hatta rebound bulgusuna rastlanabilir.
Direkt grafide hava sivi seviyesi goriilebilir.

Klinik tablo, akut apandisit veya kolesistit gibi yanlig tan1 alinmasina neden
olabilir. Bundan dolayr hastalarin biliyilk bir kismma apendektomi veya

kolesistektomi uygulanabilmektedir (20).

2.1.4.3. Plorezi-Plorit

Plevral ataklar Yahudi ve Arap hastalarin %40’inda, Tiirk hastalarin
%30’unda, Ermeni hastalarin %50’sinde goriilmektedir. 2838 AAA’l hasta lizerinde
yapilan bir ¢aligmada plorit prevalanst %31,2 olarak bulunmustur (21). Plorezi
genellikle tek taraflidir. Nefes alma agrilidir. Muayenede tutulan tarafta solunum

seslerinde azalma, plevral frotman duyulabilir. Akciger grafisinde kostofrenik acida



az miktarda gecici eflizyon veya atelektazi gozlenebilir. Plorezi bir hafta kadar

stirebilir ve sekel birakmadan iyilesir (4).

2.1.4.4. Eklem Tutulumu

Eklem tutulumu hastalarin %16-24’iinde ilk belirti olabilir (6) Artrit en sik
monoartikiilerdir ve genellikle destriiktif degildir. En ¢ok, diz, ayak bilegi ve kalca
eklemleri tutulurken, iist ekstremite eklemleri daha az siklikla tutulur. Ataklar
genellikle birkag¢ giinde sekel birakmadan iyilesir, ancak nadiren diger tiim sistemik
bulgular ortadan kalktig1 halde eklem bulgular1 gerilemez, aylarca hatta yillarca
stirebilir (20).

AAA’li hastalarda nadiren sakroiliit bildirilmesine ragmen seronegatif
spondiloartropati ve AAA iliskisi halen tartigmalidir (22). AAA’li hastalarda febril
miyaljiler de bildirilmistir. Bu tarz myalji ataklar1 6 haftaya kadar uzayabilir.
Oldukea siddetlidir ve genellikle kol ve bacaklardadir (23).

2.1.4.5. Cilt Bulgular:

AAA’ll hastalarda goriilen en karakteristik cilt lezyonu erizipel benzeri
eritemdir. Tiirk hastalarda erizipel benzeri eritemin prevalanst %20,9 olarak
bulunmustur (21). Bu lezyonlar genellikle keskin kenarli, 10-15 cm ¢apinda, sis ve
kizarik alanlardir. Palpasyonda hassasiyet ve 1s1 artist mevcuttur (24). Eritem
genellikle diz alt1 ve ayak bileginin ekstansor yiizlerinde ve ayak sirtinda gozlenir,
siklikla tek taraflidir. Genellikle 2-3 giin igerisinde kendiliginden geger. Diger
dermatolojik lezyonlar arasinda subkutan nodiiller, nonspesifik purpura sayilabilir
(19)

2.1.4.6. Amiloidoz

AAA’nin en énemli komplikasyonu olan amiloidoz (AA tipi), serum amiloid
A proteininin birikmesi sonucunda meydana gelir (25). Amiloidoz, ¢ogunlukla 40
yasindan Once gelisir. Erkek ¢ocuklarda daha fazla goriilmektedir. En sik olarak
bobrekleri tutar, siklikla nefrotik sendrom gelisir, son donem bobrek yetmezligine

kadar ilerleyebilir. Amiloid nefropatisinin ilk klinik bulgusu proteintiridir (26).



Amiloidozun goriilme sikligi etnik gruplara gore farklilik gostermektedir.
Kuzey Afrika Yahudilerinde ve Anadolu Tiirklerinde daha sik goriiliir.
Ermenilerdeki sikligi daha azdir. Araplarda, Askenazi ve Irak Yahudilerinde ise
olduk¢a nadirdir. Kolsisinin etkin ve yaygin kullanimi1 amiloidoz sikligini eskiye

nazaran azaltmigtir (4).

2.1.4.7. Diger Organ Tutulumu

AAA’li hastalarda santral sinir sistemi tutulumu sik degildir ancak
tekrarlayici aseptik menenjit vakalar1 bildirilmistir (27). Henoch-Schonlein purpurasi
(HSP) ve poliarteritis nodoza (PAN) gibi bazi vaskiilitlerin bu hastalarda normal
popiilasyona gore daha fazla goriildiigii bildirilmistir. AAA’li hastalarda mezensial
proliferatif glomerulonefrit ve hizli progresif glomerulonefrit gorilmistiir (25).

Diger nadir komplikasyonlar arasinda perikardit ve kardiak tamponad sayilabilir

@1).

2.1.5. Laboratuar Bulgular:

AAA ataklar1 sirasinda nonspesifik bir akut faz yamiti olur. Eritrosit
sedimentasyon hizi (ESH) ve serum C-Reaktif Protein (CRP), fibrinojen, alfa 2 ve
beta globulin diizeyleri artar, 16kositoz olur. Akut faz yaniti, amiloidoz gelismis
hastalarda daha abartilidir. Amiloidozun erken bulgusu mikroalbuminiiri ve
proteiniiridir. AAA seyrinde mikroskopik hematiiri ve atak sonrasinda gaitada gizli
kan saptanabilir. Eklem ponksiyonunda sinovyal sivi viskozitesi azalmig, miisin
pihtis1 ise normal, 16kosit sayist degiskendir, PMNL baskinligr vardir. Kiiltiirde
tireme yoktur. Sinovyal biyopsi nonspesifiktir. Atak sirasinda peritoneal veya plevral
stvi; fibrin, protein ve 16kositten zengin steril bir eksuda niteligindedir.

Radyolojik bulgular nonspesifiktir. Akut atak sirasinda akciger grafisinde
plevral efiizyon, abdominal atak sirasinda da ayakta direkt karin grafisinde hava sivi
seviyeleri tespit edilebilir. Akut artritte yumusak doku sisligi ve gecici osteoporoz

goriilebilir.
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2.1.6. Tam

AAA’nin teshisinde spesifik bir test olmadigi icin klinik tam1 gecerlidir.
Klinik bulgularin ve etnik grubun uygunlugu, kolsisine yanit ve bagka bir nedene
bagli olmayan AA tipi amiloidoz tani i¢in Onemlidir. Genetik bilimindeki hizli
ilerlemeler de AAA tanisini klinik tanidan ileriye gétiirememis, sadece destekleyici
bulgu olarak kalmistir. Tipik ataklarla bagvuran hastalarda tam1 oldukca kolaydir.
Ancak, AAA iilkemizde ¢ok yaygin goriilmesine ragmen tanida gecikme siiresi
ortalama 9,3 yil1 bulmaktadir.

Tan i¢in degisik kriterler gelistirilmis olup en sik Tell-Hashomer kriterleri

kullanilmaktadir (Tablo 1) (28).

Tablo 1. AAA tanisinda Tell Hashomer kriterleri

Major Kriterler:

1.Peritonit, sinovit veya ploritin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklar
2.Predispoze hastalik olmadan AA tipi amiloidoz olmas1

3.Siirekli kolsisin tedavisine iyi yanit

Minor Kriterler:

1.Tekrarlayan atesli ataklar
2.Erizipel benzeri eritem

3.Birinci derece akrabalarda AAA olmasi

Kesin tani: 2 major veya 1 major, 2 minér kriter

Muhtemel tant: 1 major ve 1 minor kriter

Livneh ve ark. tarafindan gelistirilen AAA tanisia yonelik kriterlerin

sensitivitesi ve spesifitesi % 99 olarak tespit edilmistir (28) (Tablo 2).
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Tablo 2. AAA tanisinda Livneh kriterleri

Major
Tipik Atak*:
1-Generalize peritonit atagi
2-Unilateral plorit veya perikardit
3-Monoartrit (kalga, diz, ayak bilegi)
4- Ates
5-Inkomplet abdominal atak**
Minér
Inkomplet atak**:
1.Plevral atak
2-Eklem atag1
3-Egzersizle ortaya ¢ikan bacak agrisi
4-Kolsisinden iyi yanit alinmasi
* Tipik atak: Rekiirren (ayn1 yerde yilda en az 3 atak ), atesli (38 [0 C ve {istii rektal ates),
kisa stireli (12 saat -3 giin )
** [nkomplet atak: Tipik ataktan asagidaki 1-2’si farkli olan rekiirren agrili ataklardir.

1- Ates 38 [1C’nin altinda veya normal

2- Ataklar tipik ataktan daha kisa veya daha uzundur ancak 6 saat- bir hafta arasi
olmali

3- Atak sirasinda peritonit bulgular1 saptanmaz
4- Peritonit lokalizedir
5- Eklem tutulumu kalga, diz veya ayak bilegi disinda bir eklemdedir.

Tani icin 1 major veya 2 minor kriter yeterlidir.

2.1.7. Tedavi

Ik kez 1972 de Goldfinger tarafindan AAA tedavisi icin 6nerilen kolsisinin
etkinligi (29), 1974 de Zemer ve ark.’nin yaptigi ¢ift kor bir ¢alisma ile gosterilmistir
(30). Atak sirasinda baslanan kolsisinin, o atagi gecirici etkisi yoktur. Onerilen
proflaktik kolsisin dozu 1-1,5 mg/giin’diir. 2 mg/giin {izerinde ise toksisite riskini
artirmak disinda yarar saglamaz (29). Karin agris1 ve plevral ataklar kolsisine iyi
yanit verirken, eklem bulgular1 tedaviye direnglidir. Kolsisinin etki mekanizmasi
patogenez boliimiinde belirtilmigtir.

Akut atak sirasinda indometazin gibi nonsteroidal antienflamatuar ilaglar
(NSAEI) kullanilabilir. Steroidler ise etkisizdir. Hatta steroid tedavisine yanitsizlik

ayirict tanida 6nemlidir (9).
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Kolsisin amiloidoz gelisimini de onler. Kolsisinin proteiniirisi olan hastalarda
bile bobrek fonksiyonlarindaki bozulmayi azalttii, ayrica amiloidozu gerilettigi
bildirilmistir (5).

Amiloidoza bagli son donem bdbrek yetmezligi gelisen hastalarda diyaliz
veya transplantasyon yapilabilir. Transplant bobrekte amiloidoz gelisiminin, 1,5
mg/giin dozunda kolsisinle 6nlendigi gosterilmistir (31).

Kolsisinin gebelikte kullanimina ara verilmeden devam edilmesi, ataklar
sirasinda olugabilecek komplikasyonlarin sonuglarinin daha kotii olmasi nedeniyle
gereklidir. Gebeligin 4-5’inci aylarinda amniosentez yapilmasi tavsiye edilir (32).

Kolsisinin en sik goriilen yan etkileri gastrointestinal sistemde olur.
Gastrointestinal sistem motilitenin artmasina bagl olarak bulanti-kusma, karin agrisi
ve ishal goriilebilir. Doza bagli olan bu yan etkiler, genellikle dozun azaltilmasina iyi
yanit verir. Daha nadiren miyopati, periferik noropati, alopesi, kemik iligi
baskilanmasi, oligospermi, azospermi goriilebilir. Cok yiiksek dozlarda (6-8 mg/giin
lizerinde) gastrointestinal kanama, deri dokiintiisii, karaciger ve bobrek yetersizligi,
metabolik asidoz, hipokalsemi, konviilsiyon ve koma goriilebilir (5).

AAA’li hastalarin yaklagik 1/4°1 kolsisin tedavisine direnglidir. Bu hastalarda
tedaviye eklenen interferon-o’nin etkili oldugunu gdosteren ¢alismalarin yaninda (33),
belirgin etkisinin olmadigini1 6ne siiren ¢aligmalar da vardir (34). Eklem tutulumu
genellikle fonksiyonel olarak iyilestigi icin konservatif yaklagim yeterli olur.

Kolsisin ve NSAEI tedavilerine yanitsiz, inat¢1 eklem tutulusunda eklem igi
steroid ve sinoviyektomi denenebilir. Uzamis artritli vakalarda interferon-o
tedavisinin sinoviyektomiye alternatif bir tedavi olabilecegi de savunulmaktadir (35).

Onat ve ark. yaptiklar1 bir calismada kolsisin tedavisine yanit vermeyen
hastalarda tedaviye selektif seratonin reuptake inhibitorleri (SSRI) eklenmesinin atak
sayisini belirgin sekilde azalttigini1 6ne stirmiislerdir (36).

Anti TNF-a ajanlarinin AAA tedavisindeki rolii acik degildir. Infliksimab
tedavisi almis birka¢ vaka bildirilmistir. Cogunda 6zellikle eklem bulgular1 iizerinde
iyi sonuglar alinmistir. Mor ve ark. ise TNF-a blokdrii olarak Etanercept kullanmiglar

ve semptomlarda belirgin diizelme saglamislardir (37).
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2.2. Oksidatif Stres

2.2.1 Serbest Radikaller

Dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylagilmamis elektron tasiyan
serbest radikaller, bir¢cok fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen, oldukca aktif
haldeki atom veya molekiillerdir. Olduk¢a kararsiz olan bu molekiiller,
cevrelerindeki molekiillerle ¢abucak reaksiyona girme ve bu son ydriinge
elektronlarini paylasma egilimindedirler. Her tip kimyasal ve biyokimyasal tepkime
atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde
paylagilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini olaganiistii
arttirir, dolayisiyla serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (38).

Oksijen (O;) biitiin hiicrelere hi¢bir zorlukla karsilagmadan giren ve en ¢ok
kullanilma 6zelligine sahip olan molekiildiir. Radikal olmaya ¢ok uygun oldugu i¢in
serbest radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ifade edilmektedir. Serbest radikaller organizmada
normal sartlar altinda siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif
yuklii ya da nétral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile
olusurlar (39).

Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekiilin her bir parcasinda ortak
elektronlardan birinin kalarak homolitik boliinmesi: Yiiksek sicaklik ve yiiksek
enerjili elektromanyetik dalgalar, kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 atomlar {izerinde kalir ise, her
iki atom tizerinde paylagilmamis elektron bulunur. Sonug olarak, iki adet reaktivite
diizeyi yiiksek serbest radikal olusur.

XY-X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dig
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit,
GSH ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip

radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
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X:Y—> X+Y'

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla: Radikal 6zelligi
olmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. O;‘in tek elektron ile

indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidin (O, ) olusumuna neden olur.
X:e— X

Radikal olmayan tiirler bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda radikal
haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
tepkimeye giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini
ilerleterek yayarlar (40).

Nitrojen molekiilleri ve O, serbest radikal kaynaklaridir. O;’in kismi
indirgenmesinden ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve (027') olugmaktadir. Ayrica
singlet oksijen ('O,) ve hidrojen peroksit (H,O,) molekiilleri, radikal olmayan ROT
olarak ifade edilirler. O, kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik oksit
(NO"), peroksinitrit (ONOO_~), lipit peroksidasyonu (LPO) sirasinda olusan peroksil
(ROO-) ve karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCls) metabolizmasi sirasinda olusan
triklormetil (CCls-) radikalidir (40, 41).

Organizmadaki serbest radikallerin en dnemlisi ve biiyiik kism1 O, kaynakli
radikallerdir. O;‘in toksik etkisi yoktur, ancak aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda
serbest oksijen radikallerine doniisiir. O,in kismi indirgenmesinden, ROT arasinda

yer alan ‘OH ve 0, - olusmaktadir. (42, 43) (Tablo 3).
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Tablo 3. ROT, simgeleri ve elektron yapilari

ROT Simgesi Elektron Yapist
Stiperoksit radikali O,- . (:::j .2 1:::} ]
Hidroksil radikali ‘OH . {:j +H

Singlet oksijen radikali '0, . (:) HH E:] .

Hidrojen peroksit H,0, H: li::) 1 i::j: H

Stiperoksit radikali (02_-); 02’in indirgenmesi ile olusan ilk iirlindiir. En

onemli kaynagi, mitokondriyal elektron transport zinciridir.
Oz +e — 0'2_

Uzun yarilanma siireli ve diisiik tepkili bir radikaldir. 027-, O,‘in oksidatif
fosforilasyonu esnasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H)-oksidaz
veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde bir elektron indirgenmesi
sonucunda meydana gelmektedir. 0, -in yarilanma Omrii hiicrelerin farkli yerlerinde
bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin varligma bagimhdir. Ayrica
indirgeyici molekiiller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken 0, olusur.
Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce
molekiil aerobik ortamda oksitlenirken O, - yapimina neden olurlar. Basta cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda

O, - bir iiriin olarak olusabilmektedir (38, 44).
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O,-‘in dokulardaki en oOnemli kaynagi, PMNL fonksiyonlar1 sirasinda
tretilendir. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve lenfositler de
antibakteriyel bir ajan olarak O,-- iiretirler. PMNL’lerde O,:- liretimi membran bagl
azalmis NAD(P)H-oksidaz sant1 (veya heksoz monofosfat sant1) yolu ile gerceklesir
(38, 45).

helizos monofosfat sanbh + B
ONAD(P)H + 20, > ONADP + 2H + 20,

O;-, -‘OH radikalinden daha zayif reaktif 6zelligi olan bir molekiil olmakla
birlikte biyolojik dokulara zarar verebilir. Hiicre hasarina neden olarak, akéz ortamda

spontan bir bicimde H,0, ve 'O, radikaline doniisebilir.

0, + 0, +2H - '0,+ H,0,
O;-, H,O, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili ‘OH radikaline de
dontigebilir. Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarina [demir (Fe™) ve bakir (Cu™)]

gereksinim vardir.

Fe veva Cuivonu

0, + H,0, > OH + -OH + O,
O;-in dokulardan uzaklastirilmasi, HO, spontan dismutasyonu yolu ile olur.

Bu reaksiyon SOD enzimi tarafindan da katalizlenir. H,O,, ikinci bir enzimle

[katalaz (KAT)] uzaklastirilir (38, 45).

20, -+2H" _ 50 H,0, + O,
2H,0, KAT y» 2H,0+0,

>

Hidroksil radikali (-OH); bilinen en reaktif radikaldir. Bu radikal, DNA
sarmallarinda kirilmaya sebep olur, hidroksilasyon i¢in temel olusturur ve gen
mutasyonlarina neden olarak malign transformasyonlara veya hiicre dliimlerine yol
acar. ‘OH ayn1 zamanda klasik serbest radikal reaksiyonunu (LPO) da stimiile etmek
yoluyla doku yikiminda rol oynamaktadir. ‘OH, membran fosfolipitlerine yakin

bolgede olusursa, lipit zincirlerini etkiler ve peroksil radikalleri, HO, ve lipit
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hidroperoksitleri gibi ara radikaller olusur. Hidroksiperoksitlerin birikimi, membran
fonksiyonlarin1 bozabilir veya hidroksiperoksitler ayrisarak sitotoksik aldehitlere
doniisebilir. ‘OH, en aktif ve en toksik oksijen radikali olarak {iiretildigi her yerde
birgok molekiil ile reaksiyon verir. -OH, iyonlastirict radyasyonun (x-1sinlar)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi H,O,
molekiiliinlin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de
olusabilmektedir. Fe™, Cu™ gibi metal iyonlar tarafindan katalizlenen bu
indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi (Sekil 1) olarak bilinmektedir. IV ve
V numarali reaksiyonlar, III numarali reaksiyonun ara basamaklaridir (46, 47) (Sekil

2).

Fe™ + 0y« ——— Fe™ + Oy oo @D
Fe™ + H)O) ———————3mFe™ + OH + “OH ..eovoeeeeeeeeeeeeeeeeen. (IT)
Oy +Hy0p — 3 05 OH + "OH.oeeeeeee e (111

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi

CH;CH,OH + -OH ——— CH;CH-OH, + H,0 Iv)
O O
CH; CH,
@ "
O N H H

H +- O ———— H (V)

Sekil 2. - OH radikalinin biyolojik molekiillerle reaksiyonlari

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan -OH, su dahil ortamda
rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler, -OH’in
paylasilmamis elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (47,
48).

LPO olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu, -OH radikalinin sebep

oldugu en oOnemli hasardir. ‘OH radikalinin baglica hedefi, hiicre zar1 su
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icermediginden dolay1 yag asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini
bozabilmekte ve gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (38, 44,
46).

Singlet oksijen radikali (‘O,), gercek bir radikal degildir. Ciinkii eslesmemis
elektron tagimaz. O,n yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, dis yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin
degismesi ve stabilitenin bozulmasiyla olusur. O,<dn kinetik olarak uyarilan bu
formu, membran lipitleri ile olduk¢a yiiksek reaktivite gosterir ve hiicre
membranindaki ¢oklu doymamus yag asitleriyle (PUFA) reaksiyona girmesiyle, lipit
peroksitlerin olusumuna yol agabilmektedir (38, 49).

H,0, radikali enzimatik olarak O,:in iki elektron alarak indirgenmesiyle ya da
O,'- radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu sonucu olusur.
Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz, reaktif bir
tiir degildir. Giigsiiz bir oksidan olmasina ragmen hiicre membranlarindan kolayca
diffiize olabildigi icin ve ayrica gecis metalleriyle Fenton reaksiyonuna girdigi i¢in
hasar olusturmada yiiksek potansiyele sahiptir.

H,0,, ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe™ ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Ayrica bu
radikal bircok pro-enflamatuvar sitokinin transkripsiyonundan sorumlu niiklear
faktor kappa-B (NF-kB)’nin oksidasyonunda rol oynar. H,O, radikalinin
uzaklagtirmasi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan KAT ve peroksidaz
enzimleri ile gergeklestirilebilir (50-52).

LPO swrasinda olusan ROO:, NO-, ONOO- ve karacigerdeki CCly
metabolizmast sirasinda olusan CCl; oksijen kaynakli olmayan diger serbest
radikallerdir (38, 53).

Viicutta iretilen radikaller, viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun
gerceklesmesinde de Onemli rol oynarlar, Mitokondride aerobik solunumda
kullanilan Oy’in % 2-5‘1 bu tiir tepkimelerde kullanilmak {izere serbest oksijen
radikallerine dontstiiriilir. Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesigin {iretimi,
eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonu, cok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve
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sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlari i¢in serbest radikal yapimi olmazsa
olmaz bir kosuldur (38).

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynakli olarak
indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve
niikleer elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P—450), peroksizomlarda, monosit ve
noétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda tiretilir. Ayrica
bu molekiiller hiicre icerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1sinlart gibi radyant enerjinin
emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi (parasetamol, nitrofurantoin
gibi), solventler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da
olusabilirler.

Malignite, Diabetes Mellitus (DM), Ateroskleroz ve Norodejeneratif hastalik
gibi bir¢ok patolojik olayla iligkili olan serbest radikallerin en zararl biyolojik etkisi;
hiicre membrani yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen
bir reaksiyon zincirini baglatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve

islevsel bozukluklara neden olmasidir (54).

2.2.1.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest radikaller arasindaki denge
oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipit, protein, karbonhidrat ve
DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olmaktadir (38, 54, 55).

1) Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller, hiicre
komponentleri ile etkilesim icine girebilmeleri i¢in hiicre membranin1 ge¢mek
zorundadir. Hiicre zari, icerdigi PUFA nedeniyle oksidatif hasara olduk¢a duyarlhdir.
Yag asidi zincirinden, serbest radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun uzaklagmasi,
bu yag asidi zincirinin de radikal 6zelligi kazanmasina neden olur. LPO, PUFA’nin
radikaller ile oksidasyonu sonucu baglar, zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve
sonucunda MDA, 4-hidroksinoneal (HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO
sonucu membran biitiinliigli bozulmasi ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica

bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar.
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MDA DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1
mutajenik, hiicre kiiltiirleri lizerinde genotoksik ve karsinojen etkilidir. LPO ile
meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimstizdiir (54, 56).

2) Proteinler Uzerinde Etkileri: Serbest radikallerin etkilerine karsi
proteinler, lipitlere gore daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri aminoasit
igeriklerine baghdir. Serbest radikal atagi sonucu proteinlerde aminoasitlerin
modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve agregasyonu veya c¢apraz
baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Boylece enzim,
norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarini bozabilir, immiin sistemi
uyarabilecek antijenik degisikliklere de yol acabilirler (56-58).

3) Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler
otooksidasyona ugrayarak, O, ve H,O, radikallerini meydana getirirler.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu, c¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. DM ve komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, goz
hastaliklar1, kanser, hipertansiyon, romatoid artrit, psoriazis ve yaslilik gibi pek ¢ok
hastalikta ve durumda serbest radikal {retiminin artti§i ve antioksidan
mekanizmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir (57, 59)

4) DNA Uzerinde Etkileri: DNA iizerinde serbest radikaller, niikleik asit-baz
modifikasyonlarina, nokta mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin ag¢ilmasina,
deplirinasyona, capraz baglanmalara neden olabilir. Bu etkiler kromozomal

mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir (38).

2.2.2 Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla iiretimi, doku
hasar1 ve hiicre oliimii ile sonuclanmaktadir. Dolayis1 ile serbest radikallerin
tetikledigi oksidatif hasara karsi savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bunlar
Onleyici mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan
savunmalardir (38).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve

DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin  oksidasyonunun Onlenmesi veya
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geciktirilebilmesidir. Bu siirecte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (60).
Enzimatik antioksidanlar SOD, KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD’1n yapisinda
bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum iyonu bulundugundan bu
enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar (46, 61). Hiicre i¢i ortamin aksine
hiicre dist ortamda gergeklesen enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise E ve
C vitamini, transferrin, seruloplazmin, albumin, biliiriibin, B-karoten sorumludur.
Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin

aktivitesi sinirhidir (46, 57).

2.2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz (SOD): O,-- radikalinin H,O, ve O, molekiillerine

doniistimiinii  katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki 0, -
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yukseltgerken, diger
O, - radikalini H,O,‘e indirger (62).

027' + 027' + 2H+ SoD > 0O, + H,O,

Memelilerde ti¢ tip SOD izoenzimi tanimlanmustir:

1.Cinko-Bakir (Cu-Zn) SOD: Genellikle lizozomda ve sitozolde lokalizedir.
Cu atomlar1 enzimatik aktiviteden sorumluyken, Zn atomlar1 enzimin stabilitesinden
sorumludur. Cu-Zn SOD’in antioksidan savunmada ilk sirada yer aldig
diistiniilmektedir (61).

2.Manganez (Mn) SOD: Mitokondriyal SOD olarak da ifade edilir,

3.Ekstraseliiler SOD (EC-SOD): EC-SOD, ekstraseliiler bdliimlere
salgilanabilir ve hiicre yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilir, Cu-
Zn SOD gibi kofaktor olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO - aktivitesini
onledigi diistiniilmektedir. Yiiksek O, kullanimi olan eritrosit gibi hiicrelerde SOD
aktivitesi fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmelerinde
de rol oynamaktadir. Bu nedenle SOD nétrofil fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir.

Lenfositlerde de SOD fazla miktarda bulunmaktadir (58).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat

yolunda {iiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (63).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px > ROH + GSSG + H,0
2.2GSH + H,0, GSH-Px 2H,0 + O,

v

GSH-Px, ii¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize
ederken; sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O; radikalini,
ylksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (64).

Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere farkli substratlar
kullanan iki tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O,
molekiillerini kullanip, yliksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan
formu ise sitoplazmada bulunur ve kapasitesi daha diisiiktiir (64).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastiric1 olarak gorev yapan GSH-Px
diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde
de GSH-Px oksidatif strese kars1 en etkili antioksidandir (63).

Katalaz (KAT): iceriginde Fe™ bulunduran dért hem grubuna ayrilmis,

glikoprotein  yapisinda, bir hemoproteindir. SOD’in  olusturdugu H>O,:in

peroksidazlarla beraber oksijen ve suya par¢alanmasinda rol alir

2H,0, KAT > H,0, + 0,

KAT, hemen hemen tiim memeli hiicrelerinde, agirlikli olarak -eritrosit,

karaciger ve bobrekte bulunur (58).

2.2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

GSH: Sistein igeren bir tripeptit yapisinda olup in vivo sentezlenebilen ve
ince bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandir. Peroksidazlar i¢in
substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E vitaminleri lizerinde de orta

diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (60).
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GSH, DNA sentezi ve hasarli pargalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitiinligli ve bircok enzim

aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre 6liimiine yol acar (62).

Enzimatik olmayan diger antioksidanlar sunlardir;

C Vitamini (Askorbik Asit)

E Vitamini

A Vitamini

Karotenoidler

a-Lipoik Asit (LA)

Ubikinonlar (Rediikte Koenzim Q)
Urik Asit

Biliriibin

Alblimin

Transferrin

Seruloplazmin

2.2.2.3 Antioksidanlarin Etki Mekanizmalar

Antioksidanlar, ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkacin1 ortaya koyarlar.
Biyolojik sistemlerde oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve
dokunun biyolojik biitiinliigiiniin siirdiirilmesinde 6nemlidir (65).

Antioksidanlar dort farklt mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

Stiptiriicii etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROT’ni etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler bu
sekilde etki gosterir.

Bastirict etki (Baskilama Etkisi) (Quencher): Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya onlar1

inaktif forma doniistiiren bir etkiye sahiptir.
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Onarict etki (Onarma Etkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri,
metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Zincir kirict etki (Zincir Koparma FEtkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye
denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller bu tip etki

gostermektedir (65-67).

2.2.3 Fizyolojik Siireclerde Oksidatif Stres

O,, hiicrenin giinliik aktiviteleri i¢in gerekli enerjiyi saglar. Besin kaynaklari,
hiicrenin enerji santrali olan mitokondrideki respiratuvar elektron transport
zincirindeki enzimatik reaksiyon siireciyle oksidize edilirler, bir baska deyisle
elektronlarini kaybederler. Bu siiregte en son elektron alicist O,’dir ve bu elektron
transferleri sirasinda elde edilen enerji, kimyasal enerji formunda depolanir.
Oksidatif fosforilasyon olarak ifade edilen bu reaksiyonlar zinciri sonucunda
hiicresel enerjinin kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) elde edilir. Bu
reaksiyonlarin molekiiler temeli, elektron aligverisidir.

Redoks  (rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonu); atomlarin  oksidasyon
durumlarinin degistigi tiim kimyasal reaksiyonlarin genel adidir. Redoks kelimesi,
rediiksiyon ve oksidasyon terimlerinden kdken alir.

Rediiksiyon, elektronlarin/hidrojenin  kazancini veya oksijen kaybini;
molekiil, atom veya iyondaki oksidasyon durumunun azaligini ifade eder.

Oksidasyon, elektronlarin/hidrojenin kaybin1 veya oksijen kazancini
molekiil, atom veya iyondaki oksidasyon durumunun artigini ifade eder (57).

Elektron transferi olmaksizin da ¢esitli reaksiyonlarda aktif olarak bir redoks
reaksiyonu ger¢eklesebilir. Dolayisiyla oksidasyonu ‘oksidasyon miktarindaki artig’
ve rediiksiyonu ‘oksidasyon miktarinda azalma’ olarak ifade etmek miimkiindiir. Her
hiicrede belli yapilar i¢inde elektron konsantrasyonu bulunur, siki sekilde denetim
altinda olan ve normal hiicresel islevi belirleyen bu denge haline ‘redoks durumu’
denir. Hiicrenin redoks durumu, asit-baz dengesinde oldugu gibi (pH) normal

sartlarda dar bir cerceve i¢inde dengede tutulur. Hiicre i¢i redoks homeostazi veya
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redoks tamponlamasi, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinin iiriinleri arasindaki
dengeye dayalidir (68).

Hiicreler birbirleriyle iletisim kurmasini saglayan biyolojik mekanizma sinyal
iletimidir ve yine bu mekanizma araciligiyla hiicre dig1 uyarilara cevap verirler.
Sinyal iletimi, hiicre disindan hiicre i¢ine bilgi taginmasini saglayan bir siirectir.
Hormonlar, biiylime faktorleri, sitokinler ve ndrotransmitterler gibi hiicre disi
sinyaller, sinyal iletimini tetikler. Sinyal iletim siirecleri kas kontraksiyonu, gen
ekspresyonu, hiicre biiylimesi ve sinir iletimi gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri baglatir
(69).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiriinlerinin hiicre ve doku hasar1 yapici etkinligi
on plana ¢iksa da hiicreler arasi sinyallerin diizenlenmesi ve iletiminin bir¢ok
asamasinda fizyolojik olarak temel rol oynarlar. Hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda
etkin olan sinyal ileti yollarinin uyarilmas: ve devamliliklarinin saglanmasinda rol
oynayan ROT’ni hiicreler, endojen olarak sentezlemektedirler (46, 70).

Hormonlarin, anjiyotensin II, platelet kaynakli biiytime faktorii, IL-1p, IL-3,
TNF-0, sinir biiyiime faktorii, graniilosit-makrofaj koloni-stimiile eden faktor ve
fibroblast biiytime faktorii gibi sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin uyarisiyla birgok
hiicre tipinde diisiik konsantrasyonlarda serbest radikal iiretildigi belirlenmistir. Buna
gore; birgok sinyal iletim yolunun baslamasi ve/veya dogru ¢alismasinin, bu yollarin
cesitli agsamalarinda ROT nin etkinliine dayandigi ve bu molekiillerin ikincil mesaj
tagiyici olarak fizyolojik olarak 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir.

Fizyolojik siireclerde hiicreler, redoks homeostazin1 saglamaya yonelik
olarak, hiicre icerisinde artmis olan serbest radikal seviyelerine karsi tiyoredoksin
(TRX) ve GSH sistemlerini aktive ederek oksidatif stres cevabini olusturur. Boylece
hiicre ve dokuda ROT klirensi saglanir, redoks dengesi korunur. Bu noktada oksidatif
tirlinlere kars1 antioksidan aktivitenin dengeleyici rolii sadece molekiiler reaksiyon
mekanizmalartyla siirli degildir. Bazi hiicre sinyal ileti yollarinin oksidanlara ve
hiicresel redoks dengesine olduk¢a duyarli olmasi; serbest radikallerin ve
antioksidanlarin, hiicrede fonksiyon diizenleyici enzim ve proteinlere yonelik gen
ekspresyonunu regiile etmelerini gerektirir. Dolayisiyla antioksidanlar hiicre

biiylimesi, gelisimi, farklilasmas1 ve fonksiyonunun 6nemli bilesenleridir (71, 72).
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Serbest radikaller ve antioksidanlarin fizyolojik yanitlardaki diizenleyici
rolleri, redoks homeostazini korumaya yonelik temel mekanizmalara baghdir ve
bir¢ok fizyolojik fonksiyon, redoks durumuna cevap veren ileti yollar1 araciligiyla
kontrol altinda tutulur.

Redoks regiilasyonu; hiicreyi oksidatif strese karst koruma ve redoks
homeostazinin devamliliginin saglanmasidir. Birgok temel fizyolojik fonksiyon, NO
ve ROT iiretimlerinin ve sinyal ileti yollarn tizerindeki etkilerinin diizenlenmesine

dayalidir.

2.2.4 Patolojik Siireclerde Oksidatif Stres

Gegici olarak artmis serbest radikal konsantrasyonlarina maruz kalan canl
hiicre ve dokular, redoks dengesini yeniden olusturmaya yonelik birgok
mekanizmay1 ¢alistirirlar. ROT iiretim diizeyleri ile antioksidan savunma kapasitesi
sabit ve dengedeyse, hiicre ve dokular stabil durumdadir (73) (Sekil 3). ROT
seviyelerinin  stabilitelerindeki ~ devamlilik, ROT iiretim  diizeyleri ile

temizleyici/slipliriicii mekanizmalarin etkisi arasindaki dengeye dayalidir.

sinyal iletim yollari/gen ekspresyonlari

antioksidan enzimler 1
sistin transport sistemi 1

protein ————— aminoasitler > e
ROT (diisiik reaktivite, tioksid (Y}llfsek reaktivite,
iretimi yiiksek konsantrasyon) antioksidan  diisiik konsantrasyon)

| ) 7

A

Sekil 3. Redoks homeostazinin mekanizmalari.

GSH-Px, SOD ve KAT gibi belli antioksidan enzimler etkili ROT

temizleyicileridir, ancak hiicrelerde sadece goreceli olarak diisiik konsantrasyonlarda
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bulunurlar. Aymi durum, enzimatik olmayan antioksidanlar i¢in de gegerlidir.
Aminoasitler ve proteinler de ROT temizleyicisidir (38).

Redoks sinyal iletiminin ¢aligmasi; ROT konsantrasyonlarinda artis ya da bir
veya daha fazla antioksidan sisteminin aktivitesinde azalmaya bagli dengenin
bozulmasimi gerektirir. Yiiksek organizmalarda bu tip oksidatif bir olay, endojen
serbest radikal iiretimi yapan sistemlerin kontrollii aktivasyonuyla diizenlenebilir.
Diger taraftan, cevresel faktorlerin olusturdugu oksidatif stres sartlar1 da benzer
cevaplarin olusmasini saglayabilir. Eger ROT diizeylerindeki ilk artig géreceli olarak
diisiikse, ROT artisin1  dengelemek i¢in antioksidan cevap yeterli olacaktir.
Dolayisiyla, redoks regiilasyonunun fizyolojik belirtileri, hiicre i¢inde oksidatif
duruma dogru gegici bir artis ve degisiklik seklindedir (Sekil 4). Uzun dénemde, bu
mekanizmalar redoks homeostazi olarak adlandirilan stabil bir durum kazanmaya

egilim gosterir.

>

Kronik oksidatif stresin neden oldugu
regiilasyon bozuklugu

Regiilasyondaki
diizensizlikler

Baslangi¢ diizeyi

Serbest radikallerin konsantrasyonu

Zaman

Sekil 4. Redoks dengesi

ROT firetimi belli sartlar altinda ¢ok daha giigliidiir, antioksidan cevap ise
redoks dengesinin yeniden olusturulmasini saglayamayabilir. Bu tip durumlarda
sistem sekil 4’teki modele gore bir yari-denge durumunu yakalayabilir, ancak bu
durum daha yiiksek ROT konsantrasyonlari, farkli diizeylerde serbest aminoasitler
ve/veya redoksa duyarli sinyal ileti yollarma bagl farkli gen ekspresyon tipleriyle

iligkilidir. Yaslanma siireci, bu tip bir yar1 denge siireci i¢in iyi bir &rnektir.
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Dolayisiyla, oksidatif yondeki her onciil degisim, kesin bir patolojik silireg ve
durumla iligkilendirilemeyebilir (74).

Cok siddetli ve yiiksek ROT iiretim diizeyleri s6z konusu oldugunda patolojik
durumlar ortaya ¢ikabilir. Bu durumlarin gelisimi, bir homeostaz kaybindan ¢ok
homeostaz seviyesinde kronik bir degisiklikle ilgilidir. Buna gore, patolojik durumlar
hem ROT f{iretiminin hasar verici etkilerinden, hem de ROT nin yonlendirdigi gen
ekspresyonundaki degisikliklerden kaynaklanabilir. Oksidatif stresin bir¢ok klinik

durumda rol oynadigina dair bulgular gittik¢e artmaktadir.

2.3. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali

2.3.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin islevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmektedir. Ca™, hem
hiicre i¢i siireclerde, hem de hiicreler arasi etkilesimde Oonemli gorevlere sahiptir.
Canhlarda gerceklesen pek cok dnemli olayda Ca™ belirleyici rol oynamaktadir. Bu
olaylar arasinda hareket, kalp atisi, beynin bilgiyi isleyip hafizay1 olusturmasi,
yumurtanin dollenme sonucu aktivasyonu, pankreatik hiicrelerde salgilama, yaralarin
tyilesmesi, karaciger hiicrelerinin davraniglarinin  diizenlenmesi ve apopitoz
sayilabilir. Bu islevlerde en 6nemli tetikleyici temel iyon, sekonder haberci olarak
bilinen, Ca™ iyonudur. Hiicre i¢i Ca™ sinyali, hiicre ici Ca™ konsantrasyonunun

([Ca™]i) gegici bir sekilde artisindan olusur (75).

2.3.2 Hiicre ici Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya salmminda Ca™ iyonunun
gerekliligi indirekt arastirma yontemleri ile belirlenmesine karsin, molekiiler
mekanizmalar mikrospektrofluorometrik, elektrofizyolojik ve molekiiler arastirma
tekniklerin gelistirilmesi ile kismen de olsa aydinliga kavusturulmustur. Son yillarda
gelistirilen patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik arastirma teknikleri ile beraber
flurosan 1s181na duyarl ¢esitli boyalar hiicre igerisindeki iyonik akimlar1 ve hiicre i¢i

serbest iyon seviyelerinin dl¢iilmesini miimkiin hale getirmistir (75).
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[Ca™]i, hem hiicre dis1 ortama, hem de hiicre i¢inde Ca™ depolayan yapilara
gore cok diisiik seviyededir. Bu nedenle Ca™'un hiicre i¢inde sinyal molekiilii gérevi
yapabilir. Oyle ki hiicre disindaki [Ca™]'u yaklasik olarak 10° M, Ca™ depolarinda,
ornegin endoplazmik retikulumda (ER) 5 x 10* M civarlarinda iken, [Ca™]i bu
degerlerden binlerce kez daha diisik olan 107 seviyelerindedir. Bu yiizden, hem
hiicre i¢i ile dis1 arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok yiiksek bir Ca™
derisim farki vardir. Bu fark, Ca™ icin ¢ok biiylik bir siirdiiriici kuvvet olusmasina
sebep olur. Hem hiicre zar1, hem de ER zarindan Ca'? gegisi, bu siirdiiriicii kuvvetin
etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar, cogunlukla kapali durumda
olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da ligand baglanmasi ile aktive olur ve Ca™
gecirgenligi saglarlar (76)

Hiicrenin islevini etkileyen hiicre ic¢i serbest Ca™ iyon artis1 iki yolla
olugmaktadir (77):
1-Hiicre disindan hiicre icine kalsiyum girisi,

2- Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmast,
1-Hiicre disindan sitoplazmaya Ca ™ girisi saglayan kanal tipleri sunlardir:

A-Voltaj Bagiml Ca™’ kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive
olur. Bu aktivasyon, kanallar1 Ca™'a gecirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarindaki
elektriksel olaylar, hiicre i¢cindeki fizyolojik olaylarla ¢iftlenir (78).

B- Ligand Bagimhi Ca™® kanallari: Hicre disindan gelen ligandlarin
baglanmast ile aktive olur ve Ca™*'a gegirgen hale gelirler. Bu kanallar ayn1 zamanda
birer reseptor gorevi gorlirler. Bu kanallara nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptorleri
ornek verilebilir (79).

C- Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallar: Bu kanallarin aktivasyon
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre i¢i Ca™ depolar1, Ca' sinyali
sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldig1 zaman, bu kanallar hiicre disindan
sitoplazmaya Ca " girisine sebep olurlar.

D- Na -Ca exchange (degis-tokus)

2- Hiicre i¢i Ca™ depolarindan Ca™ ¢ikisim saglayan yapilar

Ca™*un hiicre i¢i depolardan salinmasinda Ca™ ve inositol trifosfat (IP3) ile

uyarilan reseptOrler rol almaktadir. Hiicre membraninda bulunan reseptorlere

agonistlerin baglanmasi ile aktive olan G proteininin uyardig1 fosfolipaz C (PLC),



30

membran fosfolipitlerinde IP3 ve diagilgliserol sentezine yol a¢maktadir.
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (Ptdlns 4, 5P2) ve diagilgliserol (DAG), protein kinaz
C (PKC) yi aktive ederek bir seri fosforilasyon ve bunu izleyen aktivasyon veya
inaktivasyona neden olurken; IP3 hiicre i¢ci depolardan heparinle bloke edilebilen
Ca"? salmmim saglamaktadir. Hiicre i¢i serbest Ca™ artisimin tetikledigi kalsiyum

salinimi, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak is gérmektedir (Sekil 5).

@ signal molecule Pl 4,5-bisphosphate
G-protein-linked (P14, 5)P,]
receptor activated

phospholipase C-B diacylglycerol

P P Jprotuin
activated Gq inositol ® kinase C
o subunit 1.4, 5-trisphosphate :. Ca?*

1P, K

open IPy-gated
. Ca**-release
/" channel

lurmen of
endaplasmic
reticulum

Sekil 5. GPKR (G Proteini Kenetli Reseptor) etkili Ca™ sinyali

3- Hiicre i¢i depolara Ca™’un almmasi basgka bir deyisle sitozolden Ca™*‘un
uzaklastirilmasi ti¢ yolla gergeklesir:

A. Endoplazmik retikulum (ER) membranindaki Ca-ATPaz enzim
aktivitesinin artmastyla ER’a Ca™ aliminin artmasi.

B. Hiicre membranindaki Ca -ATPaz yardimiyla hiicre disina Ca™atilmasi.

C. Diger ikisine oranla daha az olmak iizere Na — Ca “exchange” (degis-
tokus) yardimiyla olmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre dis1 kalsiyum iyon

yogunlugu, hiicre i¢ine oranla 10000- 20000 kat daha ytiksektir (77)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1. Hasta-Kontrol Populasyonun Se¢imi

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi (SDU) I¢ Hastaliklar1 Romatoloji
klinigi ile Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
Tez projesi igin gerekli olan ‘etik kurul onayr> SDU Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Baskanligindan alinmistir. Ayrica hastalar ile kontrol bireyleri arastirma hakkinda
ayrintili bilgilendirilmis ve ¢alismay1 kabul edenlerden bilgilendirme ve onay formu’
alimmustir.

Calismaya SDU Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Romatoloji kliniginde tan1 almis
ve diizenli olarak izlenen AAA hastalar1 alindi. Hastalar Tell Hashomer kriterlerine
gore kesin tanisi ( 2 major veya 1 major ile 2 mindr kriter ) olan hastalardi (28).

Calismaya AAA tanist olan 6 atak ve 12 atak dist (kolsisin tedavisiyle
hastalig1 kontrol altinda olan 6 hasta ile kontrol altinda olmayan 6 hasta ) olmak
tizere 18 hasta ile 6 saglikli kontrol grubu alindi. Atak dist AAA hastalar1 kolsisin
tedavisini 1-1,5 mg/gilin dozunda almaktaydilar ve en son dozu da son 12 saat i¢inde
almis olanlardi. AAA atak olan hastalar ise en az son 10 giinde doktordan habersiz
ilaglarin1 almayan hastalardan olusuyordu. Hasta gruplarinda 6rnekleme yapildigi
sirada; akut enfeksiyon, diger enflamatuvar ya da otoimmiin hastaligi olan (AAA
disinda), sistemik hastaligi olan (HT, DM), malignite, bilinen amiloidoz tanist ve
kronik bobrek yetmezligi, gebelik, sigara-alkol bagimlilig1 olanlar diglandi. Kolsisin
dis1 antienflamatuar ve immiinsiipresif ila¢ alanlar da ¢alismaya alinmadi. Kontrol
grubu ise tamamen saglikli herhangi bir ilag almayan olan yas ve cinsiyet agisindan
uyumlu kisilerden olusturuldu.

AAA akut atak karart i¢in kriter olarak; fizik muayene bulgulan ile birlikte
laboratuar olarak akut faz reaktanlari degerlendirildi. Akut faz reaktani olarak

l6kositoz, CRP ve ESH yiiksekligi esas alindi. Hastalarin aldig1 kolsisin ve diger



32

tedaviler, sistemik hastalik ve AAA aile Oykiisii sorgulandi. Hastaligin bulunma
stiresi ile kullandiklar kolsisin dozlar1 kaydedildi.

Calismaya dahil edilen hastalar 3 gruba ayrildi ve bir grupta kontrol grubu
olarak belirlendi

Grup 1: Tamamen saglikli 6 birey ( kontrol grubu)

Grup 2: AAA tanili ve akut atak ile bagvuran 6 hasta (atak grubu)

Grup 3: AAA tanili, diizenli kolsisin tedavisi alan, son 6 ayda atak
gecirmemis 6 hasta (remisyon grubu)

Grup 4: AAA tanili, diizenli kolsisin tedavisine ragmen hastalig1 kontrol

altina alinamamis, son 6 ayda atak gecirmis 6 hasta (aktif grup)

3.2. Metod

Calismaya alinan bireylerden yaklasik 45 cc vendz kan 6rnegi alindi. Tiim
hasta ve kontrol bireylerinde kan ornekleri ayni sartlarda ve ayni kisiler tarafindan
alindi. Kanlar uygun antikoagiilan eklenmis enjektorlerle alinip kisa siire i¢inde
calisilmak {izere laboratuara ulastirildi. Daha sonra kanlar nétrofil izolasyonu

boliimiinde anlatildig: sekilde santrifiij edilerek hiicreler ve serum izole edildi.
3.2.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler
Calismamizda kullanilan malzemeler agsagida siralanmistir.

1. Sogutmali santrifiij: Kubato (Japonya )

2. Santrifiij: Jouan B4I (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Tirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)
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Manyetik karistirici: Niive (Tirkiye)

Florasan spektrofotometre (Carry Eclipsy Marka, Varian Firmasi,
Avusturalya)
CO; inkubator: Heal force (Japonya )

Laminar flow kabini: Javan (Belgika)
Sallamak su banyosu: Labart (Japonya )

Pipet-Otomatik, (1 adet 0—1000 mikrolitre. 1 adet 0-200 mikrolitre): Fagus
(Tirkiye)

50 ml lik plastik falcon tiipleri. 1000/pk: Teknik (Tiirkiye)
15 ml lik falcon tiipleri. 1000/pk: Rota (Tiirkiye)
1B—103 Borasilicated kapillar tiip, 1000/pk: Fagus (Tiirkiye)

Ultrasantrifiij tiipii (sismeli), MS—80 markali santrifiij i¢in, 2 ml. Sorvall-
RotarTFT 80.2, 80000 rpm, kapaklari ile birlikte: ABC (Tiirkiye)

Ultrasantrifiij tlipi (sigsmeli), MS—80 markali santrifiij i¢in, 35 ml. Sorvall-
RotarTFT 80.2, 50000 rpm, kapaklari ile: ABC (Tiirkiye)

Hirschmann 0,1-200 ml sarjli pipet Hirschmann pipettus akku: Fagus
(Tiirkiye)

3.2.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler asagida siralanmustir.

. Promega Wizard Genomic DNA Proficication Kit A1125 (500 liik): Fagus

(Tirkiye)

N-Methyl-D-Glucamine, 100 gram 66930: Fagus (Tirkiye)

RPMI-1640 Medium 1x. Lot: 0384S, CAT:FG1215 500 ml: MMS (Tiirkiye)
Tripsin EDTA. Lot: 0248S Cat: L2163 100 ml: MMS (Tiirkiye)

Patricin. Cat: A2812: Fagus (Tiirkiye)

Transfast (Transfection promega- 17.979.701): Fagus (Tiirkiye)
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7. Penicillin-Streptomycin-Gibco Cat No: 15070-063: MMS (Tiirkiye)

8. DNA izolasyon kiti. Oragen: QI Aprep 8 Minirep kit (10) Cat No: 27142:
MMS (Tiirkiye)

9. Cesium Hydroxide Monohydrate, 50 gram: Fagus (Tirkiye)

10. 1.1.2-trichloro—1.1.2-trifluoroethane 100 gr: Fagus (Tiirkiye)

11. Hank's balanced salts solution. Cot: 02-015-1B Lot:803421: Dateks
(Turkiye)

12. Collogenaze Tip 5. C9262-1B, 25 mg: Fagus (Tiirkiye)

13. Ficoll 400 Type 400 DL. 5 gram. F-8016: Fagus (Tiirkiye)

14. PE50 Cannula Tubing C313CT: Fagus (Tiirkiye)
15. Fura-2-AM luvitrogen

16. Gentamisin. Cat:L2163 100 ml Bay-Med (Tiirkiye)

3.2.3.Nétrofil izolasyonu

50 ml hacimli steril bir siringaya, 7 ml ACD soliisyonu (pihtilasmay1
onleyici) konuldu. igerisine hasta veya saglikli bireyden 35 ml taze vendz kan
cekilerek ve bu kan igerisinde 10,5 ml HES (eritrositleri ¢oktlirmeye yarar ) olan 50
ml hacimli iki adet falcon tiiplerine esit miktarda boliinerek hafifce karistirildi. Sonra
bu karisim 30 dakika boyunca dik bir sekilde tutuldu. Bu arada iki tane vakumlu
biyokimya tiipiine, serum elde etmek amaci ile yaklasik 5’er ml kan alindi. 15 dakika
dik bir sekilde bekletildi. 15 dakika sonunda 3000 rpm de 15 dakika boyunca
santrifiij edildi.

Elde edilen serum, steril 15 ml hacimli bir falcon tiipiine konuldu. SER + 1x
Phosphate buffer saline (PBS) soliisyonu hazirlandi. (47,5 ml 1xPBS + 2,5 ml SER)
30 dakika sonunda, iki farkli tabaka gbzlendi (eritrositler tiipiin dibine ¢okmiis olur)
ve yaklasik 40 ml olan bu st kisim (silipernatant) alinarak ayri, steril bir 50 ml

hacimli falcon tiipiine konularak 350 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi siipernatant tiipiin dibinde az bir miktar kalacak sekilde atildi
ve tlipiin dibindeki ¢okelti (pellet) bu az miktar siv1 ile tekrar ¢oziilmeye calisildi. Bir
konsantre PBS soliisyonu ile 40 ml hacme kadar tamamland: ve tekrar 350 g’de
santrifiij edildi. Bu islem yukarida yazildig: sekilde bir kez daha tekrarlandi.

Tiipiin dip kisminda kalan pelletin icerisinde az miktarda da olsa eritrosit
kalmis olabilecegi ihtimalinden dolay1 pelletin {izerine hizli bir sekilde 10 ml
enjeksiyonluk steril su dokiildii ve 30 saniye durmasina miisaade edildi. 30 saniye
sonrasinda 2 konsantre PBS soliisyonu konuldu ( son durum 1 konsantre PBS olmus
olur). Tekrar santrifiij islemine gotiiriildii. Santrifiij sonrasi kirmizi renkli bir
soliisyon ve gri renkli pellet goriilmesi beklendi. Bu pellet SER+1xPBS soliisyonu ile
sulandirilarak ¢o6ziildli, ve santrifiij islemi basamaklar1 iki kere tekrarlandi. Steril 50
ml hacimli bir falcon tiipiine 15 ml Ficoll konuldu. Santrifiij isleminden ¢ikan pellet
10 ml SER+1xPBS ile tekrar sulandirildi. Ve Ficoll soliisyonunun {izerine ¢ok yavas
ilave edildi. 25 ml hacimli bu yeni soliisyonumuz 800 g’de 20 dakika santrifuj edildi.
Ficoll; santrifuj ve yogunlugu etkisi ile sadece nétrofillerin tiiplin dibine ¢okmesine
izin verir.

Santrifiij sonrast supernatant atildi ve tliplin dibindeki pellet tekrar
SER+1xPBS ile sulandirildi ve santrifiij islemi basamag iki kere tekrarlandi. Elde
edilebilen hiicre miktara gore 10 ile 15 ml hacim arasinda sulandirilirdi ve FURA-2
AM fliioresan maddesi ile son konsantrasyon 2 mikroM olacak sekilde 37 C de 45
dakika boyunca sallamali su banyosunda boyandi. Boyanma isleminden sonra fazla
boyalarin atilmasi i¢in hiicreler tekrar santrifiij ve yikanma islemine tabi tutuldular.
Tampon soliisyonu igerisinde etrafi gseffaf plastik kiivetlere konularak
spektroflorometredeki yerine yerlestirilerek okunma islemine gecildi.

Nétrofiller izolasyon miktarlarma bagl her biri 10" hiicre olacak sekilde
kisimlara ayrildi. Biitiin 6rneklerin PMNL’lerin bir kismi, oksidatif stresle ilgili
degerlerin (GSH, GSH-Px, MDA diizeyleri) o6l¢iilmesi i¢in donduruldu. MDA
(Placer ve ark. 1966) (80) analizleri ise spektrofotometrik olarak yapildi.

Kalan PMNL’ler fMLP ile aktive edilerek, izole edilip, carry eclipse
fluoresence spectrophotometer cihazi ile hiicre i¢i serbest kalsiyum [Ca™]i diizey
degisimleri (A[Ca™];) belirlendi. (A[Caﬂ]i)degerinin kinetik olarak izlenmesi, PMNL

aktivasyonundaki erken etkilesimlerin belirlenmesi agisindan 6nemliydi.



36

3.2.4. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii:

3.2.4.1. GSH ve GSH-Px Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yoOnteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi (81). GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

%10 triklorikasetik asit (TCA) sollisyonu

Tris tamponu (0,4 M pH:8,9): 4846 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi
ile hazirlandu.

Deneyin yapilisi: 0.1 ml kan homejenatt 0.4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0.1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris
tamponu ve 0.1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk tarafindan bildirilen yonteme
gore spektrofotometrede belirlendi (82). Oda 1sisinda 5 sn beklendi. Saf suya karsi
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

Kullanilan kimyasallar
1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH:7.6
2- GSH ve DTNB soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris tampon 0.4 M pH: 8.9
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Tablo 4. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Doku homejanati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) | 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindi

Uzerine Tris Tampon eklendi 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi 0.1 ml 0.1 ml

3.2.4.2. Lipit Peroksidasyon (LPO) Analizi

LPO diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark. bildirdikleri yonteme gore
tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede
(Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi (80).

Deneyin yapilisi:  Tim nétrofil gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
sollisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimi kullanildr. Ornekler ve kér, 20 dakika siiresince 100 [IC’ lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli s1vi otomatik pipetle hassas bir sekilde
almarak 1 cm 151k gecgisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda
hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler

nanomol/gram protein olarak belirlendi.
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3.2.5. Intraseliiler Kalsiyumun Olgiilmesi:

Hiicre i¢ci Ca™ miktarnm 6lgiimii icin nétrofil hiicreleri oda 1sisinda 45
dakika boyunca 4uM fura—2 AM fliioresan boyasi ile boyandi. (87). Boyanma
isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf
kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'-HEPES [(mM cinsinden) NaCl,
140; KCl, 4,7; CaCly, 1,2; MgCl,, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)] solusyonu
icerisinde florasan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia ) haznesine
yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari 340 nm ve 380 nm, 505 nm
emisyon dalga boylarinda fliioresan 151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika boyunca
kayit alindi. Hiicre igi serbest Ca®" iyon diizeyi [Ca™]; degisimleri bilgisayar
ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar1 ile kaydedildi ve

Grynkiewicz ve ark.’nin metoduna gore hesaplandi (75).

3.2.6. Biyokimyasal Analizler

Tam kan diizeyleri, Bekman Coulter LH 70 analyxer cihazinda flowsitometri
yontemi ile calisildi. ESH, Tehermane cihazinda Westergren yontemi ile bakildi.

CRP degerleri Delta Seac Radim aleti ile nefelometrik yontem ile bakildu.

3.3. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Notrofil hiicrelerinde ¢aligilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 15.0 paket bilgisayar programi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi.

Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-Whitney U testi istatistiksel analizi ile
degerlendirildi. Tim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 den
kiigiik olanlar anlaml1 olarak kabul edildi.

Hastalarda bakilan akut faz reaktanlar1 ve diger laboratuar testlerinin gruplar
arasindaki farklilig1 degerlendirmek icin Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi.
Kruskall-Wallis testi 6nemli farklilagma gosterirse, hangi grubun digerinden farkl

oldugu Mann-Whitney U testi ile arastirildi. Anlamlilik diizeyi p < 0.05 kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Calismaya 18 AAA hastasi ile 6 saglikli birey alindi. AAA hastalar1 atak
durumlari ve kolsisin tedavileri ile iligkili olarak 6’sar kisilik 3 gruptan olusturuldu.
Bunlardan 6 tanesi atak donemindeki hastalar olup 2’si (% 33,3) erkek ve 4’1
(%66,6) kadind1 (grup 2). Yas ortalamas1 28,6 = 11,8 yil seklindeydi. Grup 3’de ise
kolsisin tedavisiyle hastaligi kontrol altina alinmis, yani son 6 ayda atak geg¢irmemis
4’1 (%66,60) erkek ile 2’si (%33,3) kadin 6 remisyon hastast vardi. Bu grubun yas
ortalamast 31,5 £ 9,7 yil seklindeydi. Grup 4’te ise kolsisin tedavisiyle hastaligi
kontrol altina alinamamis yani son alt1 ay i¢inde en az bir kez atak gecirmis olan 4’i
(%66,6) erkek ile 2’si (%33,3) kadin 6 aktif seyirli hasta vardi. Bu grupta yas
ortalamast 30,3 + 13,3 yil seklindeydi. Kontrol grubunda ise (Grup 1) tamamen
saglikli olan 4 (%66,6) erkek ile 2 (%33,3) kadin hasta vardi. Yas ortalamas1 29 + 4
yil seklindeydi.

Calismaya alinan hastalarin yas ortalamalar1 + standart deviasyon (SD)
degerleri Tablo 5’de goriildiigii gibi olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark yoktu.

Tablo 5: Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi

Kontrol AAA Atak AAA Remisyon | AAA Aktif P

(Grup )n: 6 | (Grup2)n: 6 | (Grup 3)n: 6 (Grup 4) n: 6
Yas Ortalamasi 29+4 28,6 +11,8 31,5+9,7 30,3+ 13,3 p>0.05
Ort.£ SD (y1l)
Cinsiyet 4/2 2/4 4/2 4/2 p>0.05
(Erkek/kadin) % | (% 66,6-33,3) | (% 33,3-66,6) | (% 66,6-33,3) (% 66,6-33,3)
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AAA atagi ile gelen 6 hastanin 2’sinde (%33,3) karin agrisi, 2’sinde (%33,3)
karin agris1 + ates, 1’inde (%16,6) karin agris1 + ploritik gogiis agrisi, 1’inde
(%16,6) ploritik gogiis agris1 + ates vardi.

Hastalarin tiimiinde ek bir hastalik yoktu. Hastalar 1-1,5 mg/giin arasinda
kolsisin almaktaydi. Kontrol grubunda kolsisin ve ek ila¢ kullanimi yoktu. Atak
hastalarinda hastalar doktordan habersiz tedavilerini en az 10 giindiir almayan
hastalardan olusturulmustu ve bu hastalar piir AAA atak olan hastalardi. Hastalik
stireleri ve aldig1 kolsisin dozlar1 ortalama + SD seklinde Tablo 6’da goriilmektedir.

Hastalarin aldig1 tedavi dozlar1 agisindan gruplar arasinda anlamli fark yoktu.

Tablo 6. AAA hasta gruplarinin hastalik siiresi ve kolsisin dozlar1

Grup Sayt | En Az | En Cok | Ortalama S.D
AAA Atak Hastalik siiresi (yil) | 6 1 20 8,5 7,5

(Grup 2) Tedavi (mg/giin) 6 1 1,5 1,3 0,5

AAA Remisyon  Hastalik siiresi (y1il) 6 1 26 10 8,6

(Grup 3) Tedavi (mg/giin) 6 1 1,5 1.25 0,5

AAA Aktif Hastalik siiresi (yi1l) | 6 1 15 8,6 5,7

(Grup 4) Tedavi (mg/giin) 6 1,5 1,5 1,5 0
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Calismaya alinan hastalarin laboratuar degerlerinin gruplara gére dagilimlar

ortalama + SD ile Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Calismaya alinan bireylerin laboratuar verileri

Grup Parametre | Say1 En En Ortalama SD
Diisiik | Yiiksek
Kontrol grubu ESH 6 2 12 7,1 39
(Grup 1) CRP 6 2 4 2,6 0,8
Lokosit 6 5600 10900 7933,3 1816,2
Notrofil 6 2200 5100 4066,6 1180,9
AAA Atak ESH 6 4 100 39,1 33,5
(Grup 2) CRP 6 10 158 106,3 51,9
Lokosit 6 7700 16400 11400 3124
Notrofil 6 5000 11000 8450 23914
AAA Remisyon ESH 6 1 49 17,3 17,9
(Grup 3) CRP 6 2 25 7,1 8,8
Lokosit 6 5600 11500 7966,6 22879
Notrofil 6 2900 8000 5050 2162,1
AAA Aktif ESH 6 3 14 7 472
(Grup 4) CRP 6 3 9 5,1 2
Lokosit 6 6800 11800 8900 21419
Notrofil 6 3600 7400 5200 1533,6

CRP: C- Reaktif protein
ESH: Eritrosit Sedimentasyon Hizi

Gruplar arasinda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunanlar
asagida belirtilmistir.
CRP
1-2-> p=0.002
1-4-> p=0.009
2-3> p=0.004
2-4-> p=0.002

NOTROFIL

2-1-> p=0.004
2-3> p=0.041
2-4-> p=0.026
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CRP degeri atak grubunda ve aktif olan grupta kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0.002 ve p=0.009). Ayni zamanda atak
grubunda remisyon ve aktif olan gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti
(p=0.004 ve p=0.002). Notrofil sayilar1 atak grubunda hem kontrol grubuna goére
(p=0.004) hem de remisyon (p=0.041) ve aktif olan (p=0.026) grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksekti. Diger degerler gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik gostermedi.

4.1. Oksidatif Stres Bulgular1

Hasta ve kontrol grubundan izole edilen nétrofillerde ve serum 6rneklerinde
oksidatif stres belirteci olarak; LPO gostergesi olan MDA ve antioksidanlardan GSH
ile GSH-Px diizeyleri ¢alisildi. Calisilan oksidatif stres parametrelerine bakildiginda;
hasta gruplarindaki serum ve noétrofillerde MDA degerinin yiiksek olmasi ile GSH ile
GSH-Px degerlerinin diisiik olmas1 oksidatif stres agisindan anlamli olarak kabul
edildi.

Hastalardan izole edilen noétrofillerde MDA diizeyleri AAA atak grubunda
hem kontrol grubuna gore (p<0.05) hem de kolsisin alan ve remisyonda olan gruba
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p<0.05). Kolsisinle remisyon
saglanamayan aktif gruptakilerde ise hem kontrollere gore (p<0.05), hem kolsisinle
remisyon saglanan remisyon grubundakilere gore (p<0.05), hem de AAA atak
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p < 0.01).

Antioksidan seviyesi gostergesi olarak ¢alisilan GSH ile GSH-Px diizeyleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmedi (p>0.05)

(Tablo 8).
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Tablo 8. Nétrofillerde MDA, GSH, GSH-Px diizeyleri (ort = SD)

Degerler MDA GSH GSH-Px
(nMol/gr protein) (nMol/gr protein) (IU/gr protein)

Kontrol (Grup 1) 22.88 +3.85 12.15+£0.65 8.76 £ 1.50
AAA Atak (Grup 2) 30.59+£5.95 12.54 £0.99 830+ 1.04
AAA Remisyon (Grup 3) 21.55+4.61 1422 +1.39 9.75+1.33
AAA Aktif (Grup 4) 42.72 +£3.66 15.62 £0.90 10.82 +0.74
Grup 2-Grup 1 p<0.05 p>0.05 p>0.05
Grup 2-Grup 3 p<0.05 p>0.05 p>0.05
Grup 4-Grup 1 p<0.01 p>0.05 p>0.05
Grup 4-Grup 2 p<0.01 p>0.05 p>0.05
Grup 4-Grup 3 p<0.01 p>0.05 p>0.05

Sekil 6’de notrofillerde calisilan oksidatif stres gostergeleri grafik olarak

goriilmektedir.

45
40
35
30
25
20 +
15 ~
10 ~

= MDA
B GSH
— GSH-Px

Kontrol AAA Atak AAA Remisyon AAA Aktif
(Grup 1) (Grup 2) (Grup 3) (Grup 4)

Sekil 6: Notrofillerde oksidatif stres bulgular1 (MDA ve GSH i¢in nMol/gr
protein GSH-Px i¢in IU/gr protein)
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Hasta ve kontrol gruplarinin serumlarinda calisilan MDA diizeyleri; AAA
atak grubunda hem kontrol grubuna gore (p<0.05), hem de kolsisin tedavisi alip
remisyonda olan gruba gore anlaml yiiksek saptandi (p<0.05). AAA aktif grupta
olanlarda kolsisin tedavisiyle remisyonda olan gruba gore istatistiksel olarak anlaml
yiiksek saptandi (p<0.05). GSH ile GSH-Px diizeyleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 9).

Tablo 9. Serumda MDA, GSH, GSH-Px diizeyleri (ort + SD)

Degerler MDA GSH GSH-Px
(nMol/gr protein) (nMol/gr protein) (IU/gr protein)

Kontrol (Grup 1) 1.75+0.16 0.083 + 0.004 116+ 1.15
AAA Atak (Grup 2) 193+0.12 0.076 % 0.007 122+0.17
AAA Remisyon (Grup 3) 1.45+0.10 0.080 + 0.005 1.19+£0.16
AAA Aktif  (Grup 4) 182+0.12 0.078 + 0.004 124+0.12
Grup 2-Grup 1 p<0.05 p>0.05 p>0.05
Grup 2-Grup 3 p<0.05 p>0.05 p>0.05
Grup 4-Grup 3 p<0.05 p>0.05 p>0.05

Sekil 7°de serumdaki oksidatif stres gostergeleri grafik olarak goriilmektedir.

2.50
2.00
1.50 -
m MDA
1.00 - —
m GSH
0.50 - — GSH-Px
0.00 -
Kontrol AAA Atak AAA Remisyon AAA Aktif
(Grup 1) (Grup 2) (Grup 3) (Grup 4)

Sekil 7: Serumda oksidatif stres bulgular1 (MDA ve GSH i¢in nMol/gr
protein GSH-Px i¢in IU/gr protein)



4.3. Kalsiyum Sinyali Bulgulari

Nétrofillerde sitozole Ca™ giris degerleri AAA atak grubunda hem kontrol
grubuna gore (p<0.05) hem de remisyonda olan gruba goére anlaml yiiksek saptandi
(p<0.05). Kolsisinle remisyon saglanamayan aktif gruptakilerde ise hem kontrollere

gore, hem akut atak grubuna goére hem de remisyon grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml yiiksek saptandi (p<0.0

Tablo 10. Sitozole Ca™

1) (Tablo 10).

saliiginin tiim gruplardaki diizeyleri

Degerler [Ca™i
nmol/saniye
Kontrol (Grup 1) 13962,49 + 110,59

AAA Atak (Grup 2)

24487,53 £253.91

AAA Remisyon (Grup 3)

17986,55 + 300,12

AAA Aktif  (Grup 4)

34977,86 + 241,04

Grup 2-Grup 1 p<0.05
Grup 2-Grup 3 p<0.05
Grup 4-Grup 1 p<0.01
Grup 4-Grup 2 p<0.01
Grup 4-Grup 3 p<0.01

Sekil 8’de sitozole Ca™

salinis1 grafik olarak goriilmektedir.
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25000

0000
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0000

yum Salinemi [Ca+2]i
{nmol/saniye)
- - N

5000

Kontrol
{Grup 1}

AAA Atak AAA Ramisyon
{Grup 2} (Grup 3}

AAA Aktif
{Grup 4}

Sekil 8. Sitozole Ca™ salimsinin tiim gruplardaki diizeyleri
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Hiicre i¢ine Ca'™ girisinin zamana karsi tim gruplarin karsilastirmali ve

gruplara spesifik tablo seklinde ¢izimi sekil 9 ve 10’da gosterilmistir.

1500+

12504 ¥

K

%“ 1000 ll N\
> g | — Grup 1
= Grup 2
2 --= Grup 3
-=- Grup 4

Zaman (saniye)

Sekil 9. Sitozole Ca™ salimiginin tiim gruplardaki zaman akim grafigi
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Sekil 10. Sitozole Ca** salinisinin gruplara spesifik zaman akim grafikleri
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S.TARTISMA

AAA tekrarlayici, otozomal resesif gegisli bir otoinflamatuar hastalik olup,
karm, gogiis ve eklem agrilarina atesin eslik ettigi, akut atak seklindeki cesitli serdzit
formlariyla karakterizedir. En fazla Yahudiler, Ermeniler, Tiirkler, Araplar’dan
olusan dort etnik grubu etkiler. Evrensel degil, etnik kdkene dayali bir hastaliktir.
Daha ¢ok ¢ocukluk yasinda ortaya ¢ikmakla birlikte ileri yaslarda da goriilebilir (9).

Hastaligin patogenezinde MEFV genindeki mutasyon temel nedendir. MEFV
geni, pyrin/marenostrin isimli proteinin iiretilmesinde etkili olan gendir. Bu proteinin
eksternal patojenlere ve zararli ajanlara karsi organizmanin savunmasinda immiin
sistem Tlzerinde diizenleyici bir etkisi vardir (83). Bu proteinin eksikliginde
enflamasyonun baskilanamamasi ve serdz zarlara olan nétrofil hareketiyle birlikte
enflamasyon ve buna bagli olarak da klinik bulgular gelismektedir. Hastalarda
ataklar esnasinda belirgin notrofili ile birlikte nétrofillerin kemotaktik aktivitesinde
ileri derecede artis saptanmistir. Tutulmus olan dokularda belirgin nétrofil hakimiyeti
mevcuttur (16). Hastaligin o6zellikle aktif doneminde belirgin olan noétrofil
hiperaktivasyonunun nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Bununla beraber AAA’de
notrofillerin fonksiyonlarini arastiran ¢alismalar yapilagelmistir.

Calismalar o6zellikle ozellikle notrofillerin kemotaktik aktiviteleri iizerine
yogunlastirilmistir. Bir ¢alismada ndtrofil kemotaksisi, AAA tanisi olan ve atak
sirasinda olanlar ile kendiliginden ya da kolsisin tedavisi altinda remisyonda olan
toplam 35 hastada arastirilmistir. Notrofil kemotaksisinin atak dis1 donemdeki
tedavisiz hastalarda degismedigi, atak sirasinda %50 arttig1 ve kolsisin tedavisi
altinda % 50 azaldig1 gézlenmistir (84). Bu calismadaki bulgular hastaligin 6zellikle
akut atak donemindeki nétrofillerin fonksiyonlarindaki artis1 yansitmasi agisindan
Oonemlidir.

Oksidatif stres, enflamatuar bircok hastaligin patogenezinde rol almaktadir.
AAA kronik inflamatuar bir hastalik olmasi nedeniyle, bu hastalarda nétrofillerin
aktivasyonunu yansitmak lizere oksidatif stres ile ilgili baz1 degisikliklerin olmasi
beklenebilir. Gergekten de bu hasta grubunda yapilmis az sayidaki calismada
oksidatif stres ile ilgili anormalliklerin oldugu gosterilmistir (85). AAA hastalarinda
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hem remisyon grubunda hem de atak doneminde oksidatif stres gostergelerinde artisi
gosteren deliller giderek artmaktadir. Sarkisian ve ark. yaptiklar1 bir calismada AAA
hastalarinda nétrofillerde siiperoksid radikal {iretimini kontrol grubuna gore belirgin
olarak daha yiiksek diizeylerde saptamiglardir. Arastiricilar calismalarinda aktif
noétrofillerde artmis olan arasidonik asit metabolizmasinin ve artmis O, saliniminin
oksidatif stres iirtinlerinde artigla sonuclandigini belirtmislerdir. Bu artmis oksidatif
stresin AAA’deki semptomlarin nedeni olup olmadig1 bilinmemektedir (86).

Biz de bu calismamizda hastalifin patogenezinde 6nemli rolii alan nétrofil
aktivasyonunda oksidatif stres ve Ca™ sinyalinin roliinii arastirdik. N&trofil
aktivasyonunun arttig1 durumlarda artmis oksidatif stres ile birikte hiicre i¢ine Ca™
girisinin de artabilecegi beklenmekte, bu durumun da pozitif feed-back etki ile siireci
agirlastirabilecegi diistintilmektedir (87).

Calismamizda oksidatif stres gostergesi olarak ¢alistigimiz MDA diizeyini
Ozellikle nétrofiller igerisinde akut atak doneminde ve kolsisine ragmen aktif devam
eden grupta kontrol grubu ve remisyon saglanan gruba gore yliksek olarak saptadik.
Serumda bakilan MDA degerleri de akut atak doneminde remisyon ve saglikli
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek iken ilging olarak aktif
devam eden grupta sadece remisyon grubuna gore anlamh yiiksek idi. Akut atak ile
basvuran grupta yiiksek MDA degerleri gozlendi. Bu hastalarda nétrofil
fonksiyonunda artig1 yansitabilecek sekilde oOzellikle nétrofil i¢i oksidatif stres
gostergesi artarken kolsisinin bu parametreler iizerinde baskilayici etkisi oldugunu
gozlemledik.

Oksidatif stres; organizmada oksidan maddelerin artmasi ve antioksidan
maddelerin azalmas1 ile meydana gelmektedir. Atomun yapisini olusturan
elektronlar; orbita ad1 verilen yoriingede ciftler halinde bulunurlar. Eksik elektronlu
bu molekiiller karsilagtiklar1 herhangi bir molekiil ile asir1 sekilde reaksiyona
girmeye egilimli olup diger molekiillerle elektron alisverisinde bulunurlar. iste diger
molekiillerle kolayca elektron aligverisi yaparak onlarin yapisini bozan bu
molekiillere radikal, serbest radikal veya oksidan molekiiller denilmektedir (67, 68).

Insan viicudunda karbonhidratlarm, protein ve yaglarin mitokondride
degerlendirilmeleri ve fagositoz gibi fizyolojik olaylar ve iskemi, hemoraji, travma

ve radyoaktivite gibi patolojik olaylar sirasinda ROT ismi verilen {iriinler meydana
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gelmektedir. Bunlarin baslicalari; superoksit radikali (O2.-), hidrojen peroksit
radikali (H,O;), hidroksil radikalidir (OH-). Bu iirlinler 6zellikle doymamis yag
asitlerinin yapilarim1 bozmaktadirlar (76). Bu radikallerin zararh etkilerinin dolayl
yoldan hiicre diizeyinde belirlenmesinde kullanilan yontem; MDA esasina baglhi LPO
diizeyi tayinidir. Bunlarin viicuttaki zararli etkilerinin 6nlenilmesinde antioksidanlar
rol oynamaktadir. Calismamizda da akut atakla bagvuran hastalarda ve aktif seyreden
hastalarda nétrofil i¢i ve serum MDA diizeylerinin yiiksekligi AAA hastalarinda
ndtrofil aktivasyonunda oksidatif stresin roliinii diisiindiirmektedir.

MDA lipit, protein ve karbonhidratlarin oksidasyonunu dolayli yoldan
gostermektedir. Notrofillerde lipit, karbonhidrat ve yaglar plazmaya kiyasla daha
yiiksek oranda bulunmasindan dolayr notrofil i¢i yiliksek diizeyde lipit
peroksidasyonu meydana gelmis olabilir. Bu sonucumuz plazmadan ziyade kan
hiicrelerinde oksidatif stres belirteglerinin hastalarin durumunu degerlendirmede
kullanilmasini tavsiye eden arastirma sonuglari ile uyumludur

Oksidatif stres artis1 ile birlikte fosfolipaz A2, D ve C’yi de igeren bir¢ok
enzimin aktivitesi de artmaktadir. Tirozin kinaz dahil protein kinazlar1 mitojen aktive
edici kinazlart ve protein kinaz C’yi aktive eder. Oksidanlar daha sonra tirozin
fosfatazlar inaktiflestirerek tirozin fosforilasyonunu etkilerler (88).

Calismamiz atak grubu ile birlikte kolsisine cevap verdigini diisiindiigiimiiz
grupla tedavi altinda ataklar1 devam eden hastalardan olusturuldu. Bu gruplar saglikli
kontrol grubu ile karsilastirildi. AAA hastaliginda giiniimiizde en yaygin kullanilan
ve en etkin tedavi kolsisindir. Kolsisin notrofillerin motilitesini inhibe etmektedir.
Ozellikle nétrofil kemotaksisini ve doku i¢ine infiltrasyonlarini etkiler. Kolsisinin bir
etki mekanizmasi da tirozin fosforilasyonunun ve bu suretle notrofil i¢i superoksit
anyon Uretiminin inhibe edilmesidir. Kolsisinin tirozin fosforilasyonunu ve
superoksit liretimini azaltarak antioksidan etki gosterdigi diisliniilmektedir (89).
Calismamizdaki kolsisin ile remisyondaki hastalarimizda azalmis oksidatif stres
gosterge diizeyleri de bu bulguyu desteklemektedir.

AAA’de tim bireylerde kolsisin tedavisine cevap aym diizeyde
olmamaktadir. Bir ¢alismada 1-3/giin mg arasinda kolsisin alan hastalar 15 yil
boyunca takip edilmis. Hastalarin %72’sinde iyi yanit (alt1 ayda birden az atak), %
15 hastada parsiyel cevap ( 3 ayda birden az atak ), %13 hastada ise tedavi basarisiz
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olarak bulunmustur (90). Kolsisin tedavisine cevap alinamayan hastalarin 6zellikleri
de calismalarda arastirilmistir. Kolsisin tedavisine cevapli 59 hasta ile cevap
vermeyen 51 hasta incelenmis. Cevap vermeyen grupta olan hastalar sosyoekonomik
ve egitim seviyesi daha diisiik olan hastalardan olusmaktaymis. Ayni zamanda bu
hastalar daha ciddi klinik seyri olan hastalarmis. Kolsisin i¢in farkli cevaplara diger
bir aciklama da; kolsisinin nétrofil igerisinde konsantre olma oranlarinin
farkliligindan dolayidir. Otorler bunun genetik farkliliga bagl olabilecegini ileri
stiirmiislerdir. Kolsisinin sindirim sisteminden emilimindeki farkliliklar da etki
mekanizma farkliligindan sorumlu tutulmustur. Sonug olarak nétrofillerdeki kolsisin
konsantrasyonu plazma seviyesi degisiklikleri ile iliskili olarak bildirilmistir (91, 92).
Kolsisinin maksimum seviyesine oral alimdan 2 saat sonra ulasmakta olup, yar1 dmrii
4 saattir. Ancak alindiktan 10 giin sonrasina kadar 16kositlerde tespit edilebilmektedir
(93). Kolsisin tedavisi kesildigi takdirde 24 saat ile birkag giin arasinda atak meydana
gelir (94).

Calismamizda atak grubundaki hastalar tedaviden en az 10 giin dncesinde
tedavilerini kesmis olan hastalardan secilmisti. Sadece AAA tanisi olan ve tedavisiz
hasta bulmanin gii¢ olabilmesi nedeniyle bu hastalarin tedavi almayan, sadece AAA
klinigini yansitan hastalar olarak degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz. Bu grup
hastalarimizdaki ¢alisma sonuglarimiz sadece AAA atak hastalarindaki (tedavisiz)
bulgularimiz1 yansitmaktadir.

Kolsisin alan, remisyonun saglandigi ve saglanamadigi 3. ve 4. gruptaki
hastalar ise kan alinmadan 6nce en son 12 saat i¢inde kolsisin dozlarini almislardi.
Bu durum da serum ve nétrofillerdeki kolsisin diizeyini yansitabilecektir. Ancak
kolsisin alan bu iki gruptan bir grupta remisyon saglanirken, diger bir grupta
saglanamamasi da kolsisinin bu farkli cevabinda oksidatif stres ve Ca™ sinyaline
etkisinin incelenmesi acgisindan Onemlidir. Remisyon saglanamayan aktif hasta
grubunda oksidatif stres gostergesi olan MDA diizeyinde yiikseklik olmasi ve buna
paralel olarak sitozole Ca ** girisinin fazlaca olmasi nétrofil aktivasyonunun
patogenezinde bu mekanizmalarin roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hastalarin kolsisinle remisyona girdiklerinde oksidatif stres gostergelerinin
hem nétrofil hem de serumda azaldigi goriilmektedir. Kolsisin ile remisyondaki

hastalarda oOzellikle notrofillerde intraseliiler olarak oksidatif stresin daha ¢ok
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baskilanmasi ilacin 6zellikle notrofillerde yliksek konsantrasyonlara ulasabildigini ve
oksitadif stres ile birlikte Ca™ sinyalini baskilayabildigini gostermektedir. Bu
bulgular kolsisinin nétrofiller lizerinde diger etki mekanizmalarina ek olarak bu
mekanizmalar iizerinde de etki yapabildigini diisiindiirmektedir. Literatiirde aktif
AAA etyopatogenezinde oksidatif degisiklikler ile ilgili sinirli sayida ¢aligma varken,
Ca™ sinyali ve bu vyolaklar iizerine kolsisinin etkisi ile ilgili calisma
bulunmamaktadir.

Gilirbliz ve ark. yaptiklar1 calismada; tedavilerine ara verilmis proteiniirisi
olan ve proteiniirisi olmayan AAA hastalarinda GSH-Px, SOD ve MDA diizeylerini
incelemis ve aktif AAA hastalarinda bizim ¢alismamiza benzer sekilde serum MDA
seviyelerinin yiikseldigini, GSH-Px seviyelerinin azaldigini, SOD diizeylerinin ise
degismedigini gostermislerdir (95). Bu c¢alismalarin sonucunda daha ileri
arastirmalarla  aktif AAA  etyopatogenezinde oksidan/antioksidan iligkili
mekanizmalarin ve AAA hastalarinda antioksidan ajanlarin etkilerinin arastirilmasi
Onerilmistir. Bizim ¢alismamizda Gilrbiiz ve ark.’min tersine bakilan
antioksidanlardan GSH ve GSH-Px gruplar arasinda belirgin farklilik gosterilemedi.
GSH ve GSH-Px’in antioksidasyonda eritrositlerde daha etkili oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin inhibe edilmesinde enzimatik
antioksidanlar kadar enzimatik olmayan antioksidanlarda rol oynamaktadir. Ayrica
caligmalarda kullanilan antioksidan diizeylerinde ayni oranda azalma olmamaktadir.
Bu nedenle diger antioksidan parametrelerin kullanilmasi ile belki de bu azalmisg
diizeylere rastlanilabilecektir.

Hem akut atak, hem de atak halinde olmayan ancak son 6 ayda en az bir kez
atak gecirmis aktif hastalarda oksidatif stres gostergesi olan MDA yiiksekligi olmasi
dikkate deger bir bulguydu. AAA’de siirekli enflamasyon olduguna dair veriler olsa
da hastalar ataklar arasinda genelde iyidirler. Son donemde yapilan calismalarda
AAA hastalarinda akut faz reaktanlarinin sadece atakta degil, ataksiz donemde ve
asemptomatik AAA tasiyicilarinda da ytikseldigi gosterilmistir. Bu veri AAA
hastalarinda subklinik bir enflamasyonun siirdii§ii yorumunu giindeme getirmistir
(96, 97). Calismamizdaki atak halinde olmayip aktif oldugu diisiiniilen hastalardaki
artmis oksidatif stres belirtecleri devam eden enflamasyonla iligkili olabilir. Ayrica

tedavi ile tam olarak kontrol altina alinamayan ve ara ara atak yasayan hastalarda bu
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enflamasyonun daha belirgin olmasi da bu bulgumuza bir agiklama olabilir. Siirekli
enflamasyon da artmis oksidatif stres ve hiicre hasarinin sonucu olabilir. Ataklarla
birlikte aktif haldeki notrofillerce siirekli oksidatif stresin uyarilmasi serbest radikal
ve ROT olusumunu tetikler ve sonugta DNA hasar1 karsimiza ¢ikabilir (98).
Gergekten de Kirkali ve ark. AAA’de subklinik fakat siirekli enflamasyonun varligini
ve biriken oksidatif {riinlerin oksidatif DNA hasarmma yol agabileceklerini
gostermiglerdir (85). Bizim calisgmamiz da siirekli notrofil aktivasyonunun fazla
miktarda serbest radikal olusumu ile gidebilecegini gostermektedir. Calismamizda
MDA degerlerinin akut atak ve aktif AAA grubunda kontrol grubuna gore anlaml
ylksek saptanmasi hastalifin aktivasyonunda ve remisyon elde edilememesinde
oksidatif stresin roliinii diisiindiirmektedir

Yapilan baska bir ¢calismada eritrosit membran fosfolipitlerinde oksidatif stres
bulgular1 42 atak ve remisyon hastasi ile 21 saglikl kiside karsilastirtlmistir. Oksidan
olarak TBA ve antioksidan olarak a-tokoferol (E vitamini) bakilmis. AAA
hastalarinda saglikli kisilere gore oksidatif stres gostergesi olan TBA seviyesi
anlaml yiiksek, antioksidan olan a-tokoferol ise anlamli diisiik saptanmistir. AAA
hastalar1 arasinda, atak halinde olanlarda bu degerlerde remisyondakilere gore daha
belirgin farklilik oldugu saptanmustir. Hastalikta ve aktivasyonda artmis LPO’na
isaret edilmis olup, tedavide antioksidan olarak o-tokoferol kullanimini yararh
olabilecegi ileri siirtilmiistiir (99).

Fakiiltemizden Siit¢i ve ark.'min yaptigi ve bildiri olarak sunulan bir
calismada ise atak dis1 donemdeki AAA hastalar1 ile saglikli bireyler arasindaki
oksidatif stres bulgular1 olarak, eritrosit GSH-Px, SOD, KAT ve MDA seviyeleri
bakilmis. Biitiin hastalar 0,5-1,5/ mg giin arasinda kolsisin almaktaymis. Eritrosit
MDA ve SOD aktivitesi atak dis1 hastalarda bile saglikli kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmus. Eritrosit GSH-Px ve KAT aktivitesi AAA
hastalarindan saglikli kontrol grubuna goére anlamli diisiik saptanmis. Bu ¢alismada
ayni zamanda AAA hastalarindaki oksidatif stres mutasyon iliskisi bakilmig ve
aralarinda iliski olmadig1 gézlenmis (100). Bizim ¢alismamizda ise remisyonda olan
ve atak dis1 kabul ettigimiz hastalarimizda ise MDA diizeyleri farklilik

gostermiyordu. Ayrica noétrofillerde ve serumda bakilan antioksidan savunma
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gostergeleri olan GSH ve GSH-Px degerleri acisindan da AAA hastalari ile saglikli
popiilasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterilemedi.

Oksidatif stres birgok kompleks ve birbiriyle iligkili sinyal mekanizmalarinin
aktivasyonu ile sonuglanir. Artmis oksidatif stres ile birlikte calismamizda da oldugu
gibi hiicre i¢i Ca™ sinyallerinde de artis olabilmektedir. Oksidatif stres hiicredeki
cekirdekte ADP-riboz (ADPR) iiretimini 3 yolla artirmaktadir ADPR {iretimi G
proteine bagli reseptorlere ligand kanal aktivasyonu ile baglatilir. Reseptor
aktivasyonu ayni zamanda intraseliiler Ca™ yogunlugunun yiikselmesi IP3 tarafindan
hiicre i¢i organellerden Ca™ serbest birakilmasimni saglar. Voltaja duyarli Ca™ ve
transient reseptor potansiyel melastatin 2 (TRPM?2) kanallar hiicreye dogru gliclenen
TRPM2 aktivasyonuyla bir pozitif feed back ile Ca™ girisi saglar. Alternatif
kaynaklar ADPR igeren mitokondri ve ¢ekirdektir. ADPR polimerlerinin stimiilasyon
sonrast poli (ADPR) polimeraz—1 (PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR)
glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir Bu olay hiicreyi
apoptozise gidinceye kadar uyarabilir (87).

Sitozolde Ca™ artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya
hiicre disindan sitozole H,O, lerin gelisi ile daha fazla ROT iiretilir. ADPR ve ROT
geri bildirim mekanizmasi ile voltaja duyarli Ca™ kanallar1 ile TRPM2 kanallarinin
acilmasi yolu ile sitozole Ca*? akisini artirir (101).

Calismamizda notrofil fonksiyonlari agisindan inceledigimiz diger parametre
sitozole Ca" girisiydi. Sitozole Ca’ giris degerleri atak grubunda kontrol ve remisyon
grubuna gére anlamli yiiksek saptandi. Bu bulgu aktif nétrofillerde Ca™ sinyalinin de
artmis oksidatif stres ile birlikte arttigin1 diistindiirmektedir. Kolsisinle remisyon
saglanamayan aktif hasta grubumuzda ise hem kontrollere gore, hem remisyon
grubuna, hem de akut atak grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi.
Remisyona giren grupta notrofillerde sitozole Ca™ girisininin baskilanmasi, aktif
grupta ise baskilanamamasi kolsisine cevapta bu mekanizmanin da kullanilmis
olabilecegini diislindiirmektedir. Bu durum aktif seyreden, enflamasyonun ve
oksidatif hasarin devam ettiZi AAA hastalarinda kolsisine cevapsizligi da
aciklayabilir. Bu da noétrofil aktivasyonun devam ettigini, tedavi bi¢iminin ve

dozajiin yetersiz olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Calismamizda gozlenen AAA hastaliginin aktifligi ve atak doneminde LPO
artisina paralel olarak sitozole Ca™ akismnin artmasi kendi arasinda uyumluluk arz
etmektedir. Calismamiza gore artan oksidatif strese bagli olarak bir kisim katyon
kanallarinin agilmasi ve buna bagl olarak da sitozole Ca™ akisinin artis1 s6z konusu
gibi goriinmektedir.

Sonu¢ olarak; AAA hastaliginda oksidatif stres ve sitozole Ca™ girisi
aktivasyonda rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar1 kolsisin baskiliyor ve bir etki
mekanizmasi olarak da bu yolagin inhibisyonu gibi goriinmektedir. Bu konuda daha
ileri ve molekiiller diizeyde arastirmalara ihtiya¢ vardir. Hastaligin tedavisinde
proflaktik antioksidanlarin kullanimi tartigilabilir. Ayrica aktif hastalardaki sitozole
Ca™ girisinde olan artistaki pozitif feed-back’i kirmaya yénelik gelistirilebilecek

tedaviler hastaligin aktivasyonun kontrol altina alinmasinda faydali olabilecektir.
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6. SONUC

AAA hastaliginin patogenezinde ¢esitli mekanizmalar rol almaktadir. En ¢ok
kabul edilen teori MEFV gen mutasyonudur. Hastaligin aktivasyonunun nedeni tam
olarak belli degildir. Atak gelismesinde artmis notrofil aktivasyonu onemli
mekanizmalardan biridir. Oksidatif stres ve sitozole Ca™ girisinde artma, AAA
hastaligin aktivasyonu ve remisyon saglanamamasinda, notrofil aktivasyonu ile
iligkili olarak rol oynamaktadir. Ayrica kolsisin bu degerler iizerinde baskilayici
olarak rol almaktadir. Bu konuda kolsisinin etki mekanizmasini tam olarak
aydinlatabilmek icin daha ileri ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. AAA
hastaliginda artmis oksidatif stres nedeniyle antioksidan kullanimi tartisilabilir.
Sitozole Ca *? akisini inhibe edebilecek yeni tedavi metotlar arastirilabilir. Boylece
nétrofillerin diger mekanizmalara ek olarak bu mekanizmalarin da inhibe edilmesi

suretiyle aktivasyonlar1 6nlenebilir.
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OZET

Ailevi Akdeniz Ates’li Hastalarda Notrofil Fonksiyonlarimin Gostergesi Olarak
Nétrofillerde Kalsiyum Sinyali ve Oksidatif stres Uzerine Kolsisinin EtKisi

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA); tekrarlayan ates, peritonit, sinovit, plorit ve nadiren
perikardit ataklari ile karakterize otozomal resesif gegisli genetik bir hastaliktir,

Hastaligin ve aktivasyonlarin patogenezinde bir¢ok mekanizma ileri siiriilmiigse de
neden tam olarak bilinmemektedir. Ataklar esnasinda nétrofillerin kemotaktik aktivitesi ileri
derecede artmustir. Tutulmus olan dokularda belirgin nétrofil hakimiyeti mevcuttur. Bu
durum hastaligin aktivasyonunda nétrofil aktivasyonunun roliinii diisiindiirmektedir. Ayrica
notrofil aktivasyonunda oksidatif streste artis ve sitozole kalsiyum (Ca™) girisi rol
almaktadir.

Bu calismaya 6 AAA atak, 6 remisyon, 6 aktif hasta ile 6 saglikli birey olmak {izere
24 kisi alindi. Oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla lipid peroksidasyonu (LPO)
gostergesi olan Malonildialdehit (MDA) ve antioksidanlardan Glutatyon (GSH) ve Glutatyon
Peroksidaz (GSH-Px) degerleri nétrofillerde ve serum orneklerinde calisildi. Ayrica sitozole
kalsiyum girisi gruplar arasinda degerlendirildi.

Notrofillerdeki MDA degerleri AAA atak grubunda kontrol ve remisyon grubuna
gore anlamli oranda yiiksek saptandi (p<0.05). Nétrofillerdeki MDA degerleri kolsisinle
remisyon saglanamayan grupta da diger tiim gruplara gore anlamli oranda yiiksekti (p<0.01).
Serumdaki MDA diizeyleri de atak grubunda kontrol ve remisyon grubuna gore, kolsisine
cevapsiz grupta da remisyon grubuna gore yiiksek saptandi. GSH ve GSH-Px degerleri,
nétrofil ve serumlarda gruplar arasinda anlamli farklilik gostermedi. Sitozole Ca™ girisi atak
ve tedaviye cevapsiz grupta MDA degerleriyle paralel olarak artis gosterdi.

Notrofillerde oksidatif stres ve sitozole kalsiyum girisi aktif ve tedaviye cevap
vermeyen AAA hastalarinda artmaktadir. Kolgisine cevap veren hastalarda oksidatif stres ve
notrofillerde Ca™ artist bulunmamustir. Kolsisin hem oksidatif stresi hem de nétrofil ici

kalsiyum artigin1 6nlemede etkili olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, Kalsiyum Sinyali, Notrofil aktivasyonu,
Oksidatif Stres, Kolsisin
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SUMMARY

The Effects of colchicine on calcium signaling and oxidative stress as a neutrophil

function indicators in patients with familial Mediterranean fewer

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive genetic disorder
which is characterized by relapsing fever, peritonitis, synovitis, pleuritis and rarely
pericardititis.

Despite, many etiological mechanisms have been proposed in pathogenesis of the
disease itself and clinical activations, the etiology is not known exactly. Chemotactic
activities of neutrophils are increased during the attacks. In the involved tissues neutrophil
predominance is evident. It is suggested that the role of neutrophil activation may play a role
in disease activation. Also increased oxidative stress and increase in the cytosolic calcium
entry may play a role in neutrophil activation. In this study, we aimed to search the efficacy
of colchicines on cytosolic calcium entry and oxidative stress in neutrophils and sera of the
FMF patients.

Six FMF patients during attack, 6 in remission, 6 non-responsive to colchicine and 6
healthy, a total of twenty four subjects were included to our study. As oxidative stress
indicators, malonyldialdehyde levels for lipid peroxidation, GSH and GSH-Px levels for
antioxidant status were studied both from fresh neutrophils and sera. And, cytosolic calcium
influx in neutrophils was also evaluated between groups.

MDA levels in neutrophils were significantly high in attack group than the control
and remission groups (p<0.05). Also, MDA levels in neutrophils were significantly high in
non-responsive group according to remission group (p<0.01). No differences were found
between groups according to GSH and GSH-Px levels both in sera and neutrophils. The
increase in cytosolic calcium entry was in parallel to the increase in MDA levels both found
in attack and non-responsive groups.

Oxidative stress and cytosolic calcium influx in neutrophils are increase in patients
with attack and non-responsive to colchicine. Colchicine may be effective both in preventing

oxidative stress and calcium influx.

Key Words: Familial Mediterranen Fever, Calcium signaling, Neutrophil Activation,

Oxidative Stress, Colchicine
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