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KISA OZET
Bu caligmada Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) hastalarinda oksidatif stres parametrelerinden nitrik
oksit (NO) diizeyi , ileri oksidasyon protein liriinii (AOPP) diizeyi ve 8-Hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG) diizeyi ve antioksidan enzimlerden; glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi,
siperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, ol¢iilmiistiir.
31 AAA hastast ve 20 saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Calismaya katilan tim
bireylerden alinan numunelerden hem biyokimyasal, hem de genetik testler calisimistir.
Genetik testler icin DNA izolasyonu yapilmis ve Tiirk toplumunda sik rastlanilan 12 mutasyon
acisindan mutasyon tarama testi yapilmastir.
Calismamizda M694V mutasyonu %17 olarak en yliksek, E148Q ve M680I (G/C) mutasyonlari
ise %11.2 oraminda allel frekansina sahiptir. Bu sonuclar Tiirk toplumunda daha ©nceden
yapilmig mutasyon tarama sonuglar ile uyumludur.
Biyokimyasal parametrelerden NO diizeyi, GSH-Px aktivitesi, SOD aktivitesi, 8-OHdG diizeyi
ELISA, AOPP diizeyi ise spektrofotometrik yontemle Olciilmiistiir. Kontrol grubu ile AAA
hasta grubu GSH-Px aktivitesi ve 8 OH-dG diizeyleri agisindan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamstir. Hasta grubunda kontrol grubuna gére NO diizeyi, SOD
aktivitesi ve AOPP diizeyi istatistiksel olarak daha yiiksek degerde bulunmustur (p<0.005).
AAA hastalarinda oksidatif stres gostergelerinden olan NO ve AOPP diizeylerinin yiiksek
olmasi, hastalarin oksidatif stres altinda bulundugunu gostermektedir. Antioksidan enzimlerden
SOD aktivitesinin yliksek olmasi, oksidatif stresin tolere edilmesine yonelik bir artig olabilir.
SOD kompensatuvar mekanizma olarak artmis olabileceginden, GSH-Px artis1 gdzlenmemis
olabilir. GSH-Px enziminin aktivite gostermesi i¢in tiyol gruplarmna ihtiya¢ vardir. Tiyol
gruplarmin oksidatif stresdeki artisa bagli olarak tiikkenmesi GSH-Px enzimindeki artmayisin

nedeni olabilir.

Anahtar kelimeler: AAA, MEFV geni, oksidatif stres
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INVESTIGATION OF OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN PATIENTS WITH
FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER
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Department of Biochemistry
Doctorate Thesis, October 2011
Consultant: Associate Professor Figen NARIN

ABSTRACT
In this study, the level of Nitric Oxide (NO), the activity of Glutation Peroxidases Enzyme
(GSH-Px), the activity of Super Oxide Dysmutase Enzyme (SOD), the level of (AOPP) which
are product of high oxidation protein and the level of 8-OHdG of oxsidative stress parameters
are measured in Family Mediterranean Fever (FMF) patients.
31 FMF patients and 20 healty individuals are included in this study. Over the examples taken
from all individuals who joined this study both chemical and genetic tests are carried out. DNA
isolation has been done for genetic tests and mutation scanning test has been done in terms of 12
mutations which are frequently seen in Turkish community.
In our study, M694V mutation with 17 % the highest, on the other hand, E148Q and M680I
(G/C) mutations have 11.2 % allele frequency. These results are consistent with mutations
scanning results done before over Turkish community.
Activities of NO, GSH-Px, 8- OHdG and SOD of bio-chemical parameters are measured with
Elisa method, on the other hand, AOPP level is measured with spectrophotometric method.
When control group and FMF patients group are compared in terms of GSH-Px activity and 8-
OHAJG level, no meaningful difference has been found as statistical. In patient group, contrary to
control group, the level of NO, the activity of SOD and AOPP level have been found in higher
value (p<0.005) as statistical.
When the level of NO and AOPP which are oxidative stress indications are high in FMF
patients, this shows that FMF patients are under stress. If SOD activity of antioxidant enzymes
is high, this may be an incrase to tolarate oxidative stress. SOD may have increased as
compansatory mechanism, in this case, GSH-Px increase cannot be observed. It is suggested
that the reason of this may be the consumption of thiol groups which are necessary to activate

GSH-Px enzyme.

Keywords:FMF, MEFV Gene, oxidative stress
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1.GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA; Familial Mediterranean Fever; FMF) otozomal resesif
gecis gosteren ve klinik olarak periyodik karin agrisi, ates, artralji/artrit ve deri
dokiintiileri ile kendini gosteren bir hastaliktir. Tiirkler, Yahudiler, Araplar ve Ermeniler
bu hastaligm en sik gozlendigi etnik gruplardir. Hastaligin ortaya ¢ikmasida on altinci
kromozomda bulunan Mediterranean Fever (MEFV) genindeki mutasyonlarim rol aldig:
One siirlilmiistiir. Baz1 olgularda gelisen amiloidoz, hastalarin yasami tehdit eden en
onemli komplikasyonudur. MEFV geni 781 aminoasitli bir protein (pirin)
kodlamaktadir. Pirin proteininin, AAA ataklar1 sirasinda inflamasyon yerinde
notrofillerin aktivitesi ve inflamasyonun inhibe edilmesinde rol aldig: belirtilmektedir.
Bu bulgulara ragmen yine de AAA’nin kesin patogenezi anlasilamamistir. MEFV

geninin belirlenmesi AAA’nm tanis1 i¢in molekiiler calismalara olanak saglamigtir (1).

Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslesmemis en az bir elektron i¢ceren molekiillerdir.
Ozellikleri, dengesiz ve tek olan elektronu ciftlemek igin diger molekiiller ile tepkimeye
girmeye yatkin olmalaridir. Serbest radikaller etkilerini protein, lipit, karbohidrat ve
DNA oksidasyonu yaparak; hiicre zarinda, hiicre organellerinde ve DNA’larda patolojik
degisiklikler olusturarak gosterirler. Bunlarin sonucunda islev bozuklugu veya hiicre

Olimii olmakta ya da mutant Ozellikler kazandirarak tiimor olusturabilmektedirler.
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Organizmada esansiyel maddelerin oksidasyonuna neden olabilecek molekiillerin
etkilerini Onleyen veya geciktirebilen maddelere ise antioksidan denilmektedir.
Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik asir1 derecede reaktif oksijen
tiirlerinin yapilmasina ve oksidatif hasara neden olur. Bu durum oksidatif stres olarak

belirtilir (2).

AAA‘l hastalarda oksidatif stres ilizerine yapilan caligmalar olduk¢ca yeni ve az
sayidadir. Yapilan literatiir taramasinda AAA hastalarinda oksidatif stres
anormalliklerinin oldugu bildirilmektedir. Hatta bu hastalarda goriilen renal hasarin
patogenezinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) sorumlu tutulmaktadir. Ayrica bu hastalarda
klinik ile mutasyonlar arasinda bir iliski oldugu belirtilmektedir. AAA hastalarinda pek
cok sayida tanimlanmis mutasyonlar mevcuttur. Ornegin M694V mutasyonuna sahip
kisilerde renal komplikasyonlarin (amiloidoz) daha fazla goriildiigii ve prognozun daha
agir seyrettigi bildirilmektedir (3). Bizde bu noktadan hareket ederek, bu hastaligin
patogenezinde oksidatif stresin roliinii ve hastalarin sahip oldugu mutasyonlarla
oksidatif stres parametreleri arasindaki iligskiyi degerlendirmeyi amacladik. Boylelikle
bu ¢alismanin AAA’nin patogenezine 151k tutacagii ve tedaviye yonelik caligsmalari

hizlandiracagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AILEVi AKDENIZ ATESI
2.1.1. Tanim

AAA, tekrarlayici, otozomal resesif gecisli bir inflamatuar hastalik olup, karin, gogiis ve
eklem agrilarina atesin eslik ettigi akut atak seklindeki cesitli serozit formlariyla
karakterizedir (4).

AAA Dogu Akdeniz kokenli topluluklarda 6zellikle Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler ve
Araplar’da sik goriilen bir hastaliktir. 1997 yilinda birbirinden farkh iki grup, bu
hastaliktan sorumlu olan AAA genini (Mediterranean Fever; MEFV) tanimlamislardir.
Bu genin tanimlanmas: hastaligin anlasilmasi ve tedavisinde bir kilometre tasidir (3).
MEFV, 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) lokalizedir ve 781 aminoasitli bir
proteini (pirin) kodlamaktadir (4).

Ulkemizde her 5 kisiden birisinde tasiyicilik s6z konusudur. Bu nedenle MEFV geninde
mutasyon saptanmasi, klinik bulgulari AAA ile uyumlu olan hastada taniyi
desteklemektedir. Son zamanlarda gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),

MEFV genindeki mutasyonlar1 % 100 sensitivite ve spesifite ile tanimlayabilmektedir

(5).



2.1.2. Tarihge

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan 16 yasinda rekiirrent
ates, karmn agris1 ve lokositozu olan Yahudi bir kizda “An unusual paroxsimal
peritonitis”adi ile tammmlanmustir. 1945 yilinda ise hastalik; Siegal tarafindan kendisinde
ve New York’ta yasayan 10 Ashkenazi Yahudisinde aymi tablonun olmasinin
saptanmas1 ile “Benign Paroksimal Peritonitis” adi ile yeniden tanimlanmistir (6).
Hastaligi ailesel gecisi ve amiloidozla olan iligkisi 1951 yilinda Mamau ve Catton
tarafindan gosterilmistir (7). 1955 ve 1958 yillar1 arasinda Israil’li arastirict Heller
hastaligin ayrmtili tanimlamasini yapmustir (8). Hastalik daha ¢ok Akdeniz kokenli
halklarda goriildiigii i¢in, Heller’in 6nermis oldugu “Familial Mediterranean Fever” adi

bugiin hastalig1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (9).
2.1.3. Genetik

MEFV geninin, 16. kromozomun kisa kolunda lokalize oldugu tam olarak belirlenmesi
ve klonlanmasindan sonra, 1997 yilindan itibaren hastalikla ilgili mutasyonlar
tanimlanmaya baslanmistir. Mutasyon analizlerinde; klonlanan cDNA'da dort yanhis

anlamli mutasyon “M680I; M694V; V726 A; M6941” tanimlanmistir (10).

1998’de bu dort mutasyona ek olarak, 10. eksonda dort yeni nadir mutasyon (692’de
delesyon, L695A, A744S, A761H); 5.eksonda bir P479L; ve 2.eksonda ise iic mutasyon
daha (G148G, G167A, T2671) bildirilmistir (11). Giinlimiizde ise bu gende 40 farkli
mutasyon tanimlanabilmistir. Genin 10. eksonu mutasyonlar i¢in hassas bir bolgedir.
10. eksondaki M694V, M680I, M6941 ve V726A mutasyonlari, tasityict ya da hasta
kromozomlardaki AAA mutasyonlarinin %85’ini olusturur (12). Sekil 2.1°de

kromozom 16’nin gen bolgeleri goriilmektedir.



HBA1. HBA?Z2 =
Alfa Talasemi Pkm G i
Polikistik Bobrek
EME Hastalig

Adlevi Akdeniz Atesi

-~ Crohn Hastalig

Sekil 2.1. Kromozom 16 (13)

2.1.3.1. MEFV Geni

MEFV geni olarak adlandirilan bu gen, 15 kilobaz’lik (kb) bir bolgeyi kapsamakta, 10
ekzon ve 3505 niikleotid icermektedir. MEFV geninin 3.7 kb’lik transkripti polimorfo
niikleer 1okositlerde (PMN) eksprese edilerek bir proteini kodladig1 belirlenmistir. Iki
farkli konsorsiyum tarafindan farkh isimlerle adlandirilmistir. Bunlardan Uluslararasi
AAA Kkonsorsiyumu proteine, Yunanca ates anlamima gelen ‘Pirin’; Fransiz AAA

Konsorsiyumu ise Akdeniz’in Latince ismi olan ‘Marenostrin‘ adin1 vermistir (14).

MEFV geninin, pirin/marenostrin isimli bir proteini kodladig1 saptanmis ve bu proteinin
inflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir. Boylelikle MEFV genindeki herhangi bir
mutasyon, anormal pirin proteininin sentezine neden olmakta ve bu nedenle de

inflamasyonun etkin olarak baskilanmas1 miimkiin olamamaktadir (14).

Ataklar esnasinda polimorfo niikleer l6kositlerin kemotaktik aktivitesi ileri derecede
artmistir. Tutulmus olan dokularda belirgin noétrofil hakimiyeti mevcuttur. Stimule
olmamis notrofillerde pirin cok az bulunur veya yoktur. Wild-tip pirin, ¢esitli tetikleyici

faktorlerle serozal hasar olustugunda, inflamasyona neden olan inflamatuvar
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mediatorlerin  (IL-8, Cox-2) salintmimi, mikrotubul aktivasyonunu ve adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederken, antiinflamatuvar mediatorlerin (CSa
inhibitor, lipokortin-1) salimimini artirarak 16kosit migrasyonunu kontrol eder ve

inflamasyonun subklinik kalmasini saglar (15).

AAA’de ise mutasyona ugramis pirin yapisal degisiklige ugrar, inflamasyonu inhibe
etmek icin gerekli olan ve proteinlerdeki internal peptid baglarmi hidrolizasyonla
koparan serin proteaz zincirini icermediginden, serozal alanlara fazla miktarda 16kosit

migrasyonu olur. Bunun sonucunda da febril serozal ataklar ve inflamasyon olusur (16).

Wild-tip pirin C5a inhibitdriin transkripsiyonel aktivatoriidiir, mutasyona ugraymca CSa
inhibitorii kodlanamaz ve siirekli C5a aktivasyonu, graniilosit kemotaksisi ve tekrar C5a
aktivasyonu ile Onlenemeyen bir inflamasyon dongiisii olusur. Pirin proteininin
niikleusta ve muhtemelen graniilositlerin niikleusunda, inflamasyonun regulasyonunda
transkripsiyonel faktor olarak fonksiyon gordiigii ileri siiriilmiistiir. Pirin proteinin bir
proinflamatuvar molekiil iizerinde baskilayict rol oynadigi veya bir antinflamatuvar
protein iizerinden transkripsiyonel upregiilatdr olarak rol oynadigi ileri siiriilmiistiir

(15).

Defektli pirin muhtemelen inflamatuvar olaylara, lokositlerin serozal alanlara
migrasyonunda artiga, uygunsuz ve uzamis inflamatuvar stimulasyon yanitina neden
olur. Mansfield ve arkadaslar1 son zamanlarda pirinin mikrotiibiil ve aktin ile birlikte
lokalize oldugunu gostermisler ve pirinin inflamatuvar yanitta lokositin biinyesindeki

sitoskeletal yapiy1 diizenledigini ileri stirmiislerdir (17).

Hizla gelismekte olan molekiiler genetik yontemler sayesinde AAA’nin molekiiler
temelinin  anlagilmasi  ve tamisinin  konulmasi yOniinde Onemli ilerlemeler
gerceklestirilmistir. Bugiine kadar MEFV geninde yaklasik 140 mutasyon
belirlenmistir. Mutasyonlarin ¢ogunlugu yanlis anlamli (missens) mutasyon olmak
izere, bir anlamsiz (nonsense) ve {ii¢ delesyon ile iki insersiyon mutasyonlari

tanimlanmustir (18).

Bunlardan 680. kodonda M680I (G/A), M680I(G/C), M680L olmak iizere ii¢ adet
mutasyon saptanmis, 694. kodonda ise dort adet (M694V, M6941, M694del, M694L)
mutasyon bulunmustur. Bunlardan 10. ekzonda bulunan dort (M680I, M694V, M6941,
V726A) ve 2. ekzonda bulunan bir (E148Q) mutasyon olmak iizere saptanan toplam 5



7

mutasyon, hastaligin stk goriildiigii  toplumlardaki mutasyonlarin = %85’ini

olusturmaktadir (19).

Gen icerisinde biri Ekzon 10’da digeri de Ekzon 2’de olmak iizere iki sicak mutasyon
bolgesi vardir. Bu bolgelerden Ekzon 10 igerisindeki, kodon 680 ve kodon 694°de yer
alir (20). Sekil 2.2’de MEFV gen bolgeleri goriilmektedir.

5 MEFV 3
RAZW T2671 P3g98 1591T R7aiH  AT7448
REE R408Q V726A
i VIl Keosk
E1480Q M694Y V694
KLY Me0ddel
i 16924
[V688x
En yvavein 5 mutasyon Tok1l
3 mutasyonal hot spot M6801 (G/C)
2 Delesvon M6801 (G/A)

Stop kodon | Mo680L ;
S675SN  GATSE
R653H  E65HA

Sekil 2.2. MEVF Geni (21)

V726A mutasyonunda, 10. ekzon 2177. niikleotidde timinin yerini sitozinin almasi
sonucu 726. kodonda valinin yerine alaninin gecer. Askenazi Yahudileri’'nde en sik
(%38) gozlenen MEFV gen mutasyonudur. Ermeniler, Diirziler ve Irak Yahudileri’'nde
de sik goriilir. V726A mutasyonunun tanimlandigi bu etnik gruplarda amiloidoz

gelisme sikliginin diisiik oldugu tespit edilmistir (22).

M680I mutasyonunda, 10.ekzon 2040. niikleotidde guaninin yerini sitozinin almasi
sonucu 680.kodondaki metiyoninin yerine izolosin geger. Ermeni kokenlilerde sik

gozlenir (22).

M6941 mutasyonunda 2082. niikleotidde guaninin yerini adeninin almasi sonucu, 694.

kodonda metiyoninin yerine izolosin geger (22).
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E148Q mutasyonunda, 2. ekzon 442. niikleotidde guaninin yerini sitozinin almasi

sonucu, 148. kodonda glutamatin yerine glutamin geger (22).

K695R mutasyonunda, 10. ekzon 2084. Niikleotidde adenin yerine guanin ge¢cmesiyle,

lizinin yerini arjinin alir (22).
P369S mutasyonunda, 3. ekzon 1105. niikleotidde sitozin yerine timin ge¢mesiyle
prolinin yerini serin alir (22).

F479L mutasyonunda, 5. ekzon 1437. niikleotidde sitozin yerine guanin ge¢cmesiyle

fenilalaninin yerini 16sin alir (23).

1692del mutasyonu, 10. ekzonda izolosini kodlayan 2076-2078. bazlarda 2077. bazin
delesyonuyla ortaya ¢ikar. Araplar’da daha sik goriiliir (23).

MEFV mutasyonlarmin sayist ve tipine bagli olarak mRNA ekspresyonu degisiklik
gosterir. En diisik MEFV mRNA diizeyt M694V mutasyonu ile iligkilidir. E148Q
mutasyonu ise en yikksek MEFV mRNA seviyesi ile iligkilidir (24).

E148Q mutasyonu en az penetrasyon gosteren FMF mutasyonudur. Homozigot E148Q
olgularinm %55 ‘1 asemptomatik olup, bu hastalarda amiloidoz gelismemektedir. E148Q
mutasyonunun hastaliga yol acan bir mutant olmaktan ¢ok, bir sekans varyanti oldugu

ileri siiriilmiistiir (25).
2.1.3.1.1 MEFV Mutasyonlarinin Fenotipik Etkileri

AAA’ll hastalarda yapilan genetik calismalar sonucunda; hastaligin fenotipik
varyasyonlarinin belirli mutasyonlarin varligina isaret edecegi diislincesi ortaya
citkmistir. AAA, otozomal resesif gecis gOsteren bir hastaliktir. Buna karsilik nadir
olarak otozomal dominant gecis gostermis ailelerde bildirilmistir. Bu dominant gegis

durumunun molekiiler temeli;

e AAA tarafindan etkilenmis akraba evliligi (6zellikle popiilasyonlarda kan

baginin yiiksek orani),
e Tasiyict oranmin yiiksek olmasi,
¢ Daha siddetli etkiye neden olan baz1 mutasyonlarin varligi ile agiklanir (26).

Hastaligin olusturdugu iki tip fenotip vardir:



Fenotip-1; olgularin cogunu olusturur. Tipik atak dykiisii vardir.

Fenotip-2;daha nadir goriiliir (iilkemizde % 7- 25 arasindadir). Tipik atak Oykiisii

olmaksizin AA tipi amiloidoz (sekonder amiloidoz) vardir (26).

Cesitli etnik gruplardaki AAA hastalarinda yapilan ilk ¢alismalarda M694V homozigot
mutasyonunun olmasi1 halinde, tam penetrans ve yiiksek amiloid riski tasidigi
belirtilmistir. Mutasyonun homozigot olmasi, Yahudi ve Ermenilerde hastaligi siddetli

gidisi ile iliskili bulunmustur (27).

Tekin ve arkadaglarinin 167 AAA hastasint iceren fenotip-genotip arastirmasinda,
Tiirklerde herhangi bir mutasyonu (homozigot veya birlesik heterozigot) tasimanin,
hastaligin siddetini ve amiloidozis gelisimini belirlemedigi saptanmistir. Benzer
sonuglar Booth ve arkadaslar: tarafindan da yaymlanmistir. Ayrica Tiirklerde yapilan

caligmalarla M694V disinda tiim mutasyonlarda amiloid gelistigi belirtilmistir (28,29).
2.1.3.1.2 Pirin/Marenostrin

MEFV geni tarafindan kodlanan pirin proteini 86 kD agirlignda ve 781 amino asitten
olusmaktadir. Pirin, Sistemik Lupus ve Sjogren sendromunda goriilen otoantijenik bir

riboniikleoproteini de iceren Ro-Ret protein ailesinin bir iiyesidir (30).
Pirin proteini 4 farkli domain igerir;
e N-terminal ucunda yaklasik 92 amino asitlik PYD/pirin domaini
¢ (C-terminalinde B30.2/rfp/SPYD domaini
e PYD ve B30.2 rfp/SPYD domainleri arasia sikigmis B-box

® CC (coiled-coil) segmentleridir (31). Sekil 2.3’de pirin protein domainleri

goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Pirin Protein Domainleri (32)

Pirin asil olarak notrofillerde, monositlerde, dentritik hiicreler ve fibroblastlarda
eksprese edilir. Pirin ekspresyonu TNF ve IFN-o gibi enflamatuar aracilarla
(mediatorler) uyarilir. Pirinin hiicre i¢i lokalizasyonu hala tam olarak ¢oziilmemistir.
Endojen pirin monositlerin sitoplazmasinda mikrotiibiillerle birlikte lokalize olur. Buna
karsilik graniilositler, dendritik hiicreler ve sinovial fibroblastlarda ise yaygin olarak

cekirdekte bulunur (33).

AAA’de pirinin N-terminalindeki 92 amino asitlik pirin bolgesinde (PyD) nadiren
mutasyon olur. PyD, 6zellikle apoptoziste ve enflamasyonun regiilasyonunda gorev alan
DD (death domain: 6liim bolgesi), DED (death effector domain-6liim etkili bolge) ve
CARD (caspase recruitment domain-kaspaz toplayic1 bolge) boliimleri ile benzerlik

gosterir (33).

PyD, DD, DED, CARD o6liim domaini siiperailesinin iiyeleridir (death domain fold
sliperailesi). Pirin proteini, PyD araciligi ile ASC proteini (ASC; Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a CARD; apoptozis iliskili nokta benzeri protein) ile
etkilesim halindedir. Pirin bolgesi (PyD) ASC proteininin PyD boliimiine baglanir. Bu
etkilesim ile apoptosis tetiklenir ve NF-kB aktive olur. NF- «B‘nin aktive olmasi
apoptosis proteinlerinden, kaspaz 1 ve 5°1 aktive eder. Kaspas 1‘in aktive olmasi
enflamasyonun en 6nemli sitokinlerinden olan interlokin 1B‘in (IL-1B) ve apopitosis
yolunun aktif hale gelmesini saglar. NF-«xB‘nin bu islemler sirasindaki rolii; hem
enflamasyonun gelisimine yol agmak, hem de diizelmesine katkida bulunmaktir.
Anormal pirin  varhiginda, ASC proteininin  pro-kaspaz-1‘den  ayrilmasi
gerceklesmeyecek, sonug olarak; siirekli kaspaz-1 yapimi ve aktif IL-1B yapimi soz
konusu olacaktir. IL-1B enflamasyona, immiinolojik reaksiyonlara verilen yanitta ve

Ozellikle ates olusmasinda rol oynayan 6nemli olan bir sitokindir (34,35).
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Mutasyon nedeniyle pirinin gbrev yapamamasi, kontrolsiiz notrofil aktivasyonuna ve bu
hiicrelerin serozal dokulara gociine neden olabilir. Bununla birlikte hedefin ni¢in serozal

dokular oldugu ac¢iklik kazanmamustir (36).
2.1.4. Epidemiyoloji

AAA Dogu Akdeniz kokenli topluluklarda 6zellikle Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler ve
Araplar’da sik goriilen bir hastaliktir. Bununla birlikte Japon hastalarda bile
tanimlanmistir. Almanya, Polonya, Avustralya ve Brezilya’dan da hastalar bildirilmistir
(37). Ozellikle Kuzey Afrika’li Sefardik Yahudiler ( Endiiliis,Ispanya ) hastaligin en
siddetli seyrettigi, amiloidozun en sik goriildiigii gruptur. ( 38). Tasiyic1 siklig1 Tiirk,
Ermeni ve Yahudi popiilasyonlarinda 1/3-1/5 gibi yiiksek oranlarda saptanmistir (39).
Tiirkiye’de yaygin olmakla birlikte AAA hastalarinin cogu Orta Anadolu kokenlidir
(40).

AAA’ da tasiyicilik oraninin bu kadar yiiksek olmasi, heterozigotlugun hasta olmayan
bu kisilerde Akdeniz Bolgesi’ndeki bir patojene selektif avantaj sagladigi hipotezinin
ortaya atilmasina neden olmustur (41). Akraba evliliginin daha fazla oldugu bolgelerde
hastaligin ortaya c¢ikma riski de artmaktadir. AAA’de akraba evliligi siklig1 yaklasik
%30-40 civarmdadir. Belirtiler hastalarin %60’da yasamin ilk 10 yilinda, %90°da ise ilk
20 yasta ortaya c¢ikar. Ortalama baslangic yasi 4.5 yastir. Yasamin ilk yillarinda bile
belirti ortaya cikabilir. 40 yasindan sonra baslamasi ise nadirdir. AAA erkeklerde,
kizlara gore 1.1 ile 2.6 oraninda daha sik goriilmektedir (42).

2.1.5. Patogenez

AAA’nin genetik temeline yonelik onemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen
hastaligin patogenezi hala tam olarak aydinliga kavusmus degildir. Pirin disfonksiyonu
AAA etyopatogenezinin temelini olusturmaktadir. MEFV genindeki ¢esitli mutasyonlar
sonucu farkli genotip ve fenotipler ortaya ¢ikar (43).

Bu farklilik AAA’nin agirlhik derecesini, gelisme sikligini, degisik etnik gruplarda farkli
siddette seyretmesini ve amiloidoz gelisimini belirlemektedir. Bu gendeki
mutasyonlardan on tanesi 10. ekzonda saptanmustir. Bunlardan ilk dort mutasyon
(M694V, M690I, M6941, V726A) tiim etnik gruplarin %85’inde bulunmustur. Bu
mutasyonlar Anadolu Tiirklerinde heterojen dagilim gosterir. M694V mutasyonu

amiloidoz ile siki iligkili bulunmustur (43).
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Ulkemizde yapilan bir ¢calismada Tiirk AAA hastalarinda MEFV geninde en sik goriilen
mutasyonlarin orani; M694V icin %51.55, M680I i¢in %9.22, E148Q icin %3.55,
V726A i¢in %2.88, M6941 i¢cin %0.44 olarak belirlenmis ve Tiirk popiilasyonundaki
AAA tasiyiciligi %20 olarak rapor edilmistir (44).

Otozomal resesif gecisli olan AAA hastaligma neden oldugu diisiiniilen MEFV geni
pirin/marenostrin ad1 verilen ve normal sartlarda enflamasyonu kontrol altinda tutmaya
yarayan bir proteini kodlamaktadir. Patogenezde ileri siiriillen en ©6nemli hipotez,
pirin/marenostrin’in notrofil aracili enflamasyonu baskilamasinda aksama olmasidir.
MEFV geninde mutasyon olustugunda ortaya c¢ikan fonksiyonel degisiklikler,

enflamasyonun kontroliinii aksatabilmektedir (44).

Ailevi Akdeniz Atesinde C-reaktif protein ve serum amiloid A’nin ataklar sirasinda
arttig1 uzun siireden beri bilinmektedir (45). Bu sebeple AAA’da akut faz yanitindan
sorumlu olan sitokinlerle ilgili c¢aligmalar yapilmistir. AAA hastalarda yapilan
caligmalarda, atak swrasinda fitohemaglutinin ile indiiklenmis mononiikleer hiicrelerden

TNF ve IL-1 salgilanmasmin azaldig1 gosterilmistir (46).

Bu azalma; ataklar sirasinda, TNF ve IL-1 iiretiminin doyuma ulastigi ve yeni bir
uyartya yanit veremedigi seklinde yorumlanmustir. interlokin-1, IL-6 ve IL-8’in de
ataktaki hastalarda, ataksiz doneme gore arttifi gosterilmistir. Yapilan bagka bir
caligmada ise ataktaki hastalarda TNF diizeyi kontrol grubuna gore artmuis olarak
bulunmustur (47).

Tim bu sitokinlerdeki degisikliklerin AAA’nin patolojisindeki esas bozukluklar
olmaktan daha c¢ok ikincil degisiklikler oldugu diisiiniilmektedir. Bugiin i¢cin bu
patolojik degisiklikleri aciklayacak en onemli hipotez, ataklarin inflamatuar yanitin
diizenlenmesindeki bir bozukluktan kaynaklandigidir (48).

Normalde peritoneal ve sinovyal sivilar, komplemanm C5a fragmaninin kemotaktik
aktivitesini engelleyen inhibitdr bir protein tasirlar. Bu proteinin islevi, normal
kosullarda cesitli nedenlerle aktive olan C5a’y1 notralize etmek ve inflamasyonu asiriya
ka¢cmadan kontrol altinda tutmaktir; eksikliginde ser6z zarlarda inflamasyon ortaya
cikar. Yapilan caliymalarda da hastalarin eklem ve sivi Orneklerinde C5a inhibitr
aktivitesi saptanmamistir (48). Bir baska ¢alismada ise ayn1 proteinin proinflamatuar bir

sitokin olan IL-8’1 de inhibe ettigi gdsterilmistir (49).
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IL-8, notrofilleri uyararak adezyon molekiillerinin sunumunu bodylece kemotaksisisi
arttirr. Hastalikla ilgili MEFV geninin klonlanmasmdan sonra genin diriinii olan

pirin/marenostrinin inhibitor protein oldugu savunulmaktadir (50).

Bu gen esas olarak nétrofillerde ifade edilemektedir. Son zamanlarda notrofillerden,
daha az olmak iizere sinovyal siv1 ve fibroblast kiiltiirlerinde de gosterilmistir (50). Bu
gende olusan mutasyonlar, pirin/marenostrin molekiilinde yapisal degisiklikler
olusturup, bu proteinin inflamasyondaki baskilayici islevini ortadan kaldirmaktadir.
Hastaligin ataklar halinde olmasmin sebebinin, mutasyona ugramis bu molekiiliin
normal kosullarda islevini gérmesi, fakat baz1 durumlarda (6rnegin stres) inflamasyonu
engelleyememesinden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir. Asil olarak notrofillerde
ekprese olmus bir gen mutasyonunun hangi yolla serozal zarlarda inflamasyonu

olusturdugu da iyi bilinmemektedir (51).

Bu durumda, cesitli nedenlerle uyarilan enflamatuar reaksiyonlar durdurulamamakta ve
ates ile birlikte, periton, plevra, eklemler ve deri gibi belirli bolgelere sinirh
enflamasyon ataklariyla karakterize klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir. AAA tedavisinde
kolsisin kullanilir (52).

2.1.6. Kolsisin

Kolsisin, in vitro ortamda tiibiilin molekiiline baglanarak mikrotiibiil olusumunu
saglayan polimerizasyonu engellemektedir. Mikrotiibiiler toksikasyon hiicrenin

mitozunun metafazda duraklamasina sebep olur (53).

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 (53).

Kolsisin mikrotiibiil polimerizasyonu inhibe ederek bu yolla intraseliiler graniillerin
hareketini de inhibe eder ve hiicre digina ¢esitli komponentlerin salinimini bozar (53).
Kolsisin ayn1 zamanda monosit ve ndtrofil kemotaksisini azaltir, 1okosit cAMP diizeyini
artirarak lizozomal degraniilasyonu inhibe eder (54). Sekil 2.4’te kolsisinin kimyasal

yapis1 goriilmektedir.
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OCH;

Kolsisin

Sekil 2.4. Kolsisin (54)

Yapilan bir calismada kolsisinin insiilin, tiroksin, TSH, amilaz ve katekolamin
salmimini, mast hiicrelerinden histamin salinimimi azalttigi, fagositlerden lizozomal
hidrolazlarin salmimmi engelleyerek ekstraseliller alana kollajen transportunu

engelledigi saptanmustir (54).

Kolsisin 6zellikle noétrofillerde diger hiicrelere gore rolatif olarak daha yiiksek
konsantrasyonlara ulasir. Notrofillerdeki en belirgin etkisi, diisiikk konsantrasyonlarda
bile kemotaksisi inhibe etmesidir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise Tiimor Nekrozis
Faktor-alfa (TNF-a) ve IL-1’e yanit olarak gelisen notrofil adezyonunu, ameboid
hareketlerini, mobilizasyonunu ve lizozomlarin degraniilasyonunu ve sonucta

fagositozu etkilemektedir (54).
2.1.7 AAA’de Klinik Bulgular

Hastalik tipik olarak yineleyen ates ve poliserosit ataklari ile ortaya ¢ikar. Ataklarin siire
ve siklig1 kisiden kisiye degisiklik gostermekle birlikte, atak siiresi en sik 12-96 saat
arasinda olmaktadir. Siklig1 ise genellikle iki haftada bir ile iki ayda bir arasinda olmak
lizere kabaca 1 hafta ile bir y1l arasinda degismektedir. Bazi hastalarda titreme gibi 6n
semptomlar goriilse de klasik olarak AAA’de ataklar akut olarak baslamaktadir. Atak

esnasinda hasta kotii goriiniimlii, soluk ve huzursuzdur (55).
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Hastalik %90 hastada 20 yas; %80 hastada ise 10 yas altinda baslamaktadir. Ortalama
baslangic yas1 ise 4-5 yastir. Siit cocuklugu ve ilerleyen yaslarda da AAA tanist alan
vakalar olmakla birlikte, 40 yasin iizerindeki tanilarda siipheli olunmalidir (55).

Cocuklarda hastalik, kiz-erkek her iki cinste esit olmasina ragmen; eriskin erkeklerde
1.5-2 kat daha sik goriiliir. Bu da kadin cinsiyet hormonlarinin ataklar1 6nleyici ozellikte

olmasina baglanmaktadir (55).
2.1.7.1 Ates

AAA’de hemen her atak swrasinda goriilen en 6nemli ve en sik bulgudur. Ates
genellikle 38°C’nin tizerindedir, Genellikle 24-72 saat siirer, son derece nadir de olsa,

baz1 vakalarda ates olmadig1 gibi sadece atesle seyreden vakalar da vardir (56).
2.1.7.2 Karm Agrisi

Karmn agrisi; atesten sonra en sik rastlanan bulgudur ve hastalarin %95’inde goriiliir.
Aseptik serozite bagli olarak olusan karmn agrisi bazen karnin bir bolgesinden
kaynaklanabilirse de, tiim karina da yayilabilir. Fizik muayenede karinda duyarhilik ve
distansiyon saptanir. Karin agrilari, en sik akut batin tablosu ile karigabilir. Bu nedenle
hastalarin %30-40’ma laparoskopi, apendektomi ya da kolesistektomi uygulanabilir

(56).

Karin agrisina ¢ogunlukla kabizlik eslik eder, fakat %?20’sinde diare olusabilir.
Ulkemizde yapilan bir calismada karmn agrisi atagindan sonra hastalarin %47’ sinde ilk
hafta icerisinde gaitada gizli kan pozitifligi saptanmistir. Atak sonrasi diare hastaligin
tipik bulgusudur. Karin agris1 bazen karinda hafif rahatsizlik hissi olarak da ortaya
cikabilir. Karin agris1 atagr genellikle 24-48 saat siirer nadiren 3 haftaya kadar uzayan

olgular saptanmistir (57).
2.1.7.3. Eklem Bulgulan

Eklem tutulumu hastalarin  %16-24’tinde ilk belirti olabilir. 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
birka¢ giinde sekel birakmadan iyilesir, ancak nadiren diger tiim sistemik bulgular

ortadan kalktig1 halde eklem bulgular: gerilemez, aylarca hatta yillarca siirebilir (58).
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AAA’] hastalarda nadiren sakroiliit bildirilmesine ragmen seronegatif spondiloartropati
ve AAA iligkisi halen tartismalidir. AAA’li hastalarda febril miyaljiler de bildirilmistir.
Bu tarz miyalji ataklar1 6 haftaya kadar uzayabilir. Olduk¢a siddetlidir ve genellikle kol
ve bacaklardadir (59).

2.1.7.4. Torasik Bulgular

Hastalarmm yaklasik %40’inda genellikle ani baslangicli, unilateral plevral efiizyon
seklinde olup hizla rezolusyona ugramasiyla infeksiyondan aymrt edilebilir.
Inspirasyonla artan unilateral gogiis agrisi, nefes darhigi, hizli yiizeyel solunum ile
karakterizedir. Vakalarin %5’inden azinda perikardit gelisir. Kronik konstruktif

perikardit ve tamponada doniisiim nadirdir (56).
2.1.7.5 Cilt Bulgulan

AAA’I hastalarda goriilen en karakteristik cilt lezyonu erizipel benzeri eritemdir. Tiirk
hastalarda erizipel benzeri eritemin prevalanst %20,9 olarak bulunmustur. Bu lezyonlar
genellikle keskin kenarli, 10-15 cm capinda, sis ve kizarik alanlardir. Palpasyonda
hassasiyet ve 1s1 artis1 mevcuttur. Eritem genellikle diz alt1 ve ayak bileginin ekstansor
yiizlerinde ve ayak sirtinda gozlenir, siklikla tek taraflidir. Genellikle 2-3 giin icerisinde
kendiliginden gecer. Diger dermatolojik lezyonlar arasmnda subkutan nodiiller,

nonspesifik purpura sayilabilir (60).
2.1.7.6.Kas Bulgulan

Vakalarin %30-40’inda kas tutulumuna ait bulgular ortaya c¢ikabilir. Genellikle alt

ekstremitede aksamlar1 yorgunlukla ortaya ¢ikan, maksimum iki giinde istirahat veya

nonsteroid antiinflamatuar ilaclar (NSAII) ile diizelen, kas agrilar1 seklinde goriiliir.

Ates ve objektif bir bulgu yoktur (61).

Uzamus febril miyalji; siddetli, paralize edici kas agrisi, ates, abdominal agri, diare ve
purpura ile karakterize olup 6 hafta kadar siirebilir; kas enzimlerinde, EMG’de ve kas
biopsisinde anormal bir bulgu saptanamaz. Hastalarin genellikle atak ge¢irmedikleri
donemde 6zellikle baldir kaslarinda belirgin agri ile ortaya cikar. Kolsisin ve NSAII ‘a
cevapsizdir. Prednizolon tedavisine hizli yanit verir. Beraberinde hiperglobulinemi,
vaskiilitik dokiintii, nefrit olmasi ve prednisolona cevap vermesi nedeniyle, patogenezde

otoimmiinite su¢lanmaktadir (62).
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Yapilan bir caligmada hastalarin %1.7’sinde saptanmistir. Ayrica tedavide kullanilan
kolsisinin de myopatiye yol agtig: bildirilmistir. Bu klinik tablo uzamis febril myaljiden
ayirt edilmelidir (63).

2.1.7.7 Vaskiilit

AAA vakalarinda Henoch-Schonlein Purprasi (HSP) en sik gozlenen vaskiilit olup, %
5-7 oraninda goriiliir. Poliarteritis nodoza (PAN) %1 ve Behget hastalig1 da nispeten sik
goriilmektedir. Hastalarin bir kism1 6nce HSP, sonra AAA tanis1 almaktadir. PAN ise
hastaligin seyri swrasinda ortaya c¢ikar, ancak daha agir seyretmekte ve perirenal

hematom gibi ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir (64).
2.1.7.8. Laboratuvar Bulgulan

AAA hastalig1 i¢in kesin tan1 koydurucu bir laboratuvar testi heniiz yoktur. Ataklar
sirasinda sik rastlanilan bulgular sola kayma ile birlikte olan lokositoz, eritrosit
sedimantasyon hizindaki artis ve akut faz yamtindaki artistir (CRP, Serum amiloid A
(SAA), fibrinojen, haptoglobulin, C3,C4). Bu bulgularin tamaminin akut ataklar
arasindaki donemde normal oldugu bildirilmesine karsin, son zamanlarda serum amiloid
A’nin subklinik inflamasyonu saptamada en iyi gosterge oldugu sonucuna varilmistir
(65). Ataklar sirasinda gecici albuminiiri ve mikroskopik hematiiri goriilebilmektedir
(66).

Kan: FMF ataklarinda CRP, ESR, fibrinojen ve beyaz kiire sayis1 artar. Ayrica SAA,
seruloplazmin, haptoglobulin ve cesitli sitokinlerin de, atak doneminde kan diizeylerinin
yiikseldigi bildirilmistir (67). Atak sona erince diizeyleri normale doner. Bu durum tani
acisindan da onemlidir. FMF hastalarinda ve bunlarm birinci derece yakinlarinda,
ataksiz donemlerde bile akut faz reaktanlarinin, normalin iizerinde oldugu gosterilmistir.
Yapilan bazi ¢alismalarda atak donemlerinde TNF-a, IL-6, IL-8 in kan diizeylerinin
yiikseldigi goriilmiistiir (67).

Idrar: FMF seyrinde mikroskopik hematiiri saptanabilir. Idrar analizi amiloidozu
olmayan hastalarda genellikle normaldir. Atak doneminde proteiniiri ortaya c¢ikabilir.

Amiloidoz durumunda proteiniiri agikar olur, nefrotik diizeye ulasabilir (68).
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Serozal sivilar: Sinovial sivi bulamiktir; 100 000/mm’ diizeyine ulasan beyaz kiire
goriilebilir, cogunlugu polimorfo niikleer hiicredir. Ayni sekilde peritoneal sivi
inflamatuvar ozelliktedir. Sinovial ve peritoneal sivida C5a diizeyinin, normalin %10-

20's1 oldugu gosterilmistir (68).

DNA analizi: MEFV geninin tanimlanmas: ve mutasyonlarm belirlenmesiyle, bazi
hastalarda kesin tan1 koymak miimkiindiir. Yahudi, Tiirk, Ermeni ve Arap kokenlilerde

en sik goriilen dort mutasyon, vakalarm %85'inde goriilmektedir (68).

Tanimlanan mutasyon sayisimnin 114'ten fazla oldugunu hatirlayacak olursak; FMF
tanisinin mutasyon analizine dayandirilmasi icin, tiim bu mutasyonlarin hastada olup
olmadigina bakilmasi gerekir ki, bu yaklagim maliyeti belirgin olarak artirir. Bununla
birlikte mutasyon analizi, mutasyonu tanimlanmis FMF hastalarinin, yakinmalar: seyrek

ve/veya atipik olan birinci derece yakinlarinda tarama testi olarak kullanilabilir (68).

Otozomal ¢ekinik kalitim nedeniyle klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi i¢in, hastadaki her
iki allelde de mutasyon olmalidir. Bu iki mutasyon ayni (6rn. M694V/M694V) ise
homozigot, farkli (6rn. M694V/M680I) ise birlesik (compound) heterozigot olarak
adlandirilir. Tek allelinde mutasyon (6rn. M694V/-) olan hastalar ise heterozigot veya

tastyici olarak adlandirilir (68).
2.1.8 Tam

Yakin zamana kadar AAA i¢in spesifik laboratuvar testi yoktu. AAA geni 1997 yilinda
klonlanana kadar hastaligin molekiiler diizeyde tanis1 yapilamamakta idi. Ayrica 1997
yilia kadar hastalikta patognomonik belirtilerin bulunmamasindan dolayi, herhangi bir
biyokimyasal test ya da baska testler de tan1 koydurucu olmadigindan, siiphelenilen
olgularda tani, ancak klinik temele dayandirilarak ve benzer semptomlar gosteren diger
hastaliklarin ayirici tanisi yapilarak konulmakta ve bir ¢esit terapotik test olan kolsisin

verilmesiyle diizelme olmas1 AAA tanisi i¢in yeterli oluyordu (69).

Ayrica Barakat ve arkadaslari tarafindan cift kor yontemiyle plasebo kontrollu bir
calismada 500 ml normal salin soliisyonu i¢inde 10mg metaraminol biartrat’in (Aramin)
3-4 saat boyunca intra vendz infiizyonu hasta oldugu bilinen 21 kiside tipik AAA
ataklarinin olusumuna neden olurken, 21 kisilik kontrol grubunun hi¢birinde bu ataklar

olusmamustir. Metaraminol testi AAA tanisinda kullanilmaktaydi (70,71).
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AAA hastaliginda goriilen bulgularinin pek cogunun AAA’ya 0zgii olmamas: ve
bulgularin pekcok hastalikta da goriilebilme ihtimali bu hastaligin tanisinda zorluklarla
karsilagilabilecegi gercegini ortaya koymaktadir. Giiniimiizde hastaligin tanisinda klinik
bulgular, aile Oykiisii ve molekiiler tarama birlikte kullanilmaktadir. Tan1 i¢in degisik
kriterler gelistirilmis olup bunlar i¢cinde en sik kullanilan Tell-Hashomer kriterledir.
Tell- Hashomer kriterlerinin yamisira kullanilan bir bagka kriter de, Livneh ve

arkadaslar1 tarafindan onerilen yeni kriterlerdir (72).

Hastanin etnik kokeni, eritrosit sedimantasyon hizindaki yiikselme, akut reaktif

proteinler tani kriteri olmamakla beraber taniy1 desteklerler (73).
2.1.9. AAA’e MEFV Geni Disinda Etki Eden Molekiiler Degisimler

Modifiye edici genler, hafif etkiye sahip ve hastaligin yayginlasmasi icin zorunlu
olmayan genetik faktorlerdir. Kompleks allelerde, bir mutasyon digeri {izerinde
modifiye edici bir etkiye sahip olabilir. Son zamanlarda FMF ile ilgili olarak MEFV
geninden bagimsiz, Major histocompatibility complex class I chain related gene A

(MICA) ve serum amiloid A 1 o/ o (SAA 1 o/ o) lokuslar1 tanimlanmustir (74).

Major histocompatibility complex class I chain-related gene A (MICA); MICA geni
yiikksek bir sekilde polimorfiktir ve fibroblastlar, keratinositler, monositler, endotelyal
hiicreler ve gastrointesinal epitelyumlar iizerinde ekspre olmaktadir. Fonksiyonlari
heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen MICA genlerinin oksidatif stres proteini ya da
sicak sok (heat shock-HSP70) proteinleri iizerinde etkili olan yiizey molekiilii olduklar:
diistiniilmektedir. (75)

MICA transmembran ekzon 5 polimorfizmi (GCT/AGC) triplet tekrarlari icerir. A4, AS,
A6 ve A9 ile ilgili olarak 4, 5, 6 ve 9 tekrarlar1 ve AS.1 ile ilgili olarak 5 triplet ve bir

niikleotit insersiyonu (G/C) olmak iizere tanimlanan 5 alleli vardir (76).

Simdiye kadar AAA ve MICA arasindaki iligkiye dikkat c¢eken calismalar oldukca
azdir. Touitou ve ark. 2001'de ilk kez AAA'de modifiye edici bir gen bolgesini
MICA'da belirlemislerdir ve MICA A9’un, M694V homozigot olan bireylerde hastalik
ataklarinin daha erken yasta ve ciddi etkilere neden olmasini, MICA A4’iin ise ataklarin
sikligini azalttigim1 gostermislerdir . Ayrica M694V homozigot olan hastalarda MICA
AS allelinin amiloidoz gelisiminde azalan bir etkiye sahip oldugu da belirtilmektedir

(77).
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Serum Amiloid Al Genotipi; Amiloid A (SAA) inflamasyon sirasinda serum seviyesi
yiikkselen akut faz proteinidir. SAA-1 ve SAA-2 olmak iizere 2 izoformu vardir ve
aralarinda olduk¢a homoloji diziler tanimlanmistir (78). Amiloid birikiminin esas
komponenti olan amiloid Al ve amiloid A2 proteinleri, Serum Amiloid Al ve A2
proteinlerinin  proteolitik yikimi ile olusur. SAA-1 allellik formlar1 cesitli
popiilasyonlarda ve farkli hastaliklarda amiloidoz oram ile iligkilidir. SAA-1 o/ «
genotipi Onceden Ermeni FMF hastalarinda amiloidozun ortaya ¢ikmast ile
iligkilendirilirken, o/ o genotipinin Kafkas geng¢ kronik artrit hastalarinda amiloidoz ile
onemli derecede ilgili oldugu rapor edilmistir (79). SAA-1 geninin o/ o genotipi
ozellikle M694V homozigot olan hastalarda renal amiloidoz oranin 7 kat artmasina

neden olur.

Bununla birlikte B /B ve B /o SAA-1 genotiplerinin FMF’li hastalarda amiloidoz

gelisimi iizerine koruyucu etkileri vardir (79).
2.1.10 Amiloidoz

AAA’nin en 6nemli ve prognozu en ¢ok etkileyen komplikasyonu amiloidozdur. Burada
AA tipi amiloidoz olusur ve son donem bobrek yetersizligine kadar ilerleyebilen
progresif nefropati ile karakterizedir. Amiloid A proteini; karaciger tarafindan
sentezlenen bir akut faz proteini olan serum amiloid A’nin bir parcalanma {iiriiniidiir

(80).

AAA ile iligkili amiloidozda en sik gdzlenen klinik tablo nefrotik sendromdur. Hastalar
genellikle normotansiftir ve hematiiri gozlenmez. Kolsisinin yaygm kullanima
girmesinden sonra AAA hastalarmin cok az bir kisminda amiloidoz gelismektedir.
AAA’de amiloidoz gelisim prevelans:; ataklarin siiresi, sikligi ve siddetinden

bagimsizdir (81).

Kolsisin kullanimindan da once, amiloidozun tiim diinyada bu hastaligin sonucu olarak
benzer siklikta gozlenmemesi nedeni ile, amiloidoz gelisiminin; etnik koken, heredite
ve cevresel faktorlerden etkileniyor oldugunu diisiindiirmiistiir. Ornegin Ashkenazi
olmayan Yahudiler (%80) ve Tiirklerde (%60) daha sik gozlenmektedir. Ancak son

caligmalarda amiloidozun Tiirk hastalarda %7-13 oraninda oldugu saptanmustir (82).

Amiloidozun yiiksek frekansta oldugu populasyonlarda M694V mutasyonunun da

yaygin olmasi, amiloidozun ortaya ¢ikiginin olasi agiklamasi olarak diistiniilmektedir
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(83). M680I (G/C) mutasyonunun yurdumuzdaki AAA hastalar1 arasindaki allel
frekansinin %14 oldugu belirtilmektedir (84). M694V mutasyonu ile benzer etkilere

sahip oldugunu rapor eden ¢aligmalar vardir (85).

Yapilan ¢aligmalarda; ailesinde amiloidoz olan hastalarda amiloidoz gelisme riskinin 4
kat arttig1 saptanmistir. SAA1 ve SAA2, sekonder amiloid plaklarmin ana kompenenti
olan AA1 ve AA2 serum prekiirsorleridir. Her ne kadar SAA’nin uzamis yiiksek plazma
seviyeleri AA proteinlerinin depolanmasma yol acsa da, SAA nin bu yiiksek
konsantrasyonlar1 tek basina amiloidoz gelisimi i¢cin yeterli degildir. Son yillarda
yapilan caligmalarda amiloidogenez i¢in SAA geninin polimorfizmi iizerinde

durulmaktadir (86).

Son zamanlarda Cazeneuve ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir c¢alismada
Ermenistan’da  yasayan 137  Ermeni  hastanin ~ SAAIl polimorfizmini
degerlendirmislerdir. SAAla/a genotipinin amiloidoz riskini 7 kat arttirdigini
saptamislardir. Ullkemizde yapilan bir calismada da benzer sonuglar elde edilmistir

(87).
Amiloidozun seyri;
e Preklinik,
e Proteiniirik,
e Nefrotik,
e Uremik olmak iizere 4 doneme ayrilir (88).

Kolsisin tedavisi bobrek amiloidozuna hi¢ etkili olmayabilir veya proteiniiri
gerileyebilir hatta kaybolabilir. AAA atesi olan hastalarda, nefritik bir idrar sedimenti
olmaksizin, siirekli proteiniirinin varligi amiloidozu diisiindiirmelidir. Amiloidoz tanisi
submukozay1 da iceren rektal biopsi ile %60-%80; kemik iligi biopsisi ile %80,
abdominal yag biopsisi ile %40, gingiva biopsisi ile %19 oraninda koyulabilir. Ancak
tani kesin olarak bobrek biopsisi ile konulmaktadir (89).

Amiloidozun tanist ve izleminde B2 mikroglobulin ve mikroalbiiminiirinin AAA’li
hastalarda da marker olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir. Kolsisin tedavisi
uygulanmazsa transplante hastalarda da bobrekte amiloidoz yeniden gelisebilmektedir

(89).
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2.2. OKSIDATIF STRES
2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran, bagimsiz
olarak varolabilen molekiillerdir. Eslesmemis elektronun kazandirdigi en 6nemli
ozellik, bir¢cok radikal ile bu elektronun paylasilabilinmesidir. Canli organizma i¢in
onemli olan; yapilari, fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, hiicresel kaynaklari, rol
oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile cesitli klinik durumlarmm patogenezinde rol

oynarlar (90).

Serbest radikaller denince aslinda radikal olmaya ¢ok uygun oldugu icin Oksijen (O,),
daha genel bir anlatimla Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ifade edilmektedir. Oksijen
biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma 06zelligine

sahip olan molekiildiir.

Serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda siirekli olusmaktadir. Pozitif
yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron

transferi ile olusurlar (91).

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iirlinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigr cok hassas bir donamimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol
acar (92). Reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve siilfiir merkezli
radikaller oksidan smifina girer. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal degildirler (93,94).

Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde bulunan ve
bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde olarak
tanimlanabilir. Bu tamima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikalleri iceren
kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek zarari Onlemektir
(95). Aerobik metabolizmada denge, serbest radikal olusumu ve bunlarin benzer hizla
antioksidan sistemler tarafindan uzaklastirilmasiyla karakterizedir. Geri doniistimsiiz
oksidatif hasarin birikimi ile 6nce hiicre daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal

ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir (96).

Oksidatif stres ile iligkili hastaliklarin bazilar1 Tablo 2.1°de belirtilmistir (96).
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Tablo 2.1 Oksidatif stres ile iligkili baz1 hastaliklar (96)

e Astim

e Ateroskleroz

e Serebral vaskuler hastaliklar

e  Kronik obstruktif pulmoner hastalik

e  Konjestif kalp yetmezligi

e Diyabet

e  Hipertansiyon

e Grip

e  Miyokard enfaktiis

e  Pnomoni

e  Hepatit

e Kanser

¢ Inflamasyon hastahiklar

Serbest radikaller hiicrede metabolik dengenin bir pargasi olarak devamli yapilirlar.

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (97).

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik bdliinmesi: (98).
X:Y->X+Y-

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi: (98).
XY - X +YF
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: (98).

At+e — A"
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Organizmada oksidatif strese neden olan radikal yapimi endojen ve cevresel faktorleri
iceren cesitli mekanizmalarla gerceklesir. Endojen faktorler; mitokondriyal sizmti,
solunumsal patlama, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel
faktorlerin baslicalar1 ise sigara dumani, hava kirliligi, ultraviyole isinlari, iyonize
radyasyon ve ksenobiotiklerdir (95). Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA), karbonhidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler
ve yapilarinin bozulmalarma neden olurlar, viicuttaki onemli serbest radikaller ve

serbest radikal hasarlarimin sonuglar1 Sekil 2.5 de goriilmektedir (99).

Cevresel Faktdrler Serbest radikal vapinn Endojen Faktdrler

Pl | o

Oy, H:Oy

Gecig Metalleri

Fe ' Cu
v

OH
/ H‘\‘
v
Lipit peroksidasyonu ~ DNA Hasan Protein Hasar

R A

Dolku Hasan

Sekil 2.5. Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasarlarinin sonuglari (99).

Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en Onemli tepkimeleri molekiiler oksijen ve
onun reaktif tiirleri (stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler ve gecis

metallerinin oldugu tepkimelerdir (100).
2.2.2. Reaktif oksijen tiirleri

Normal sartlarda oksijen kararl, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢oziiniirliigi sinirl bir
gazdir. Insan hayat1 icin hem gerekli, hem de toksik olan bir molekiildiir. Oksijenin iki
eslesmemis elektronlarinin ayri1 orbitallerde, aym1 yonde donmesi sonucu oksijen bir
radikaldir. Tablo 2.2°de radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri goriilmektedir
(101).
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Tablo 2.2 Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (101)

Radikal Non- Radikal

Hidroksil (OH) Peroksinitrit (ONOOQO)
Alkoksil (L(R)O) Hipoklorit (OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)OO") Singlet oksijen ('0y)
Nitrik Oksit (NO’) Hidrojen peroksit (H,O,)
Stiperoksit (Oy) Ozon (03)

Molekiiler oksijen elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu yol 4 elektron
gerektirir ve bu yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksi radikalleridir. Bunlar 6nemli oksidatif stres ajanlar1 olup reaktif

oksijen tiirleri olarak adlandirilirlar (102).

ROT olusumu, hiicreden hiicreye degismekle beraber; en cok notrofil, monosit ve
makrofajlarda ve hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda gerceklesir. Memeli hiicrelerinde

ROT olusturan sistemler, Tablo 2.3’de gosterilmistir (103).
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Kaynak Kofaktor Lokalizasyon Metabolik olay ROT
ETZ proteinleri
‘NADH-koenz. Q rediiktaz | FMN, FeS
"Sitokrom b-c; kompleksi FeS, Fe-hem Mitokondri Mitokondriyel solunum Oy
‘Sitokrom oksidaz Fe/Cu, Fe-hem
Sitokrom P450 sistemi
"Cesitli izoenzimler ve Fe-hem, FAD, | Endoplazmik Ksenobiyotiklerin 0Oy, H,O,
NADPH-CYP 450 FMN retikulum detoksifikasyonu
rediiktaz
Oksidazlar
‘NAD(P)H-oksidazlar FAD, Sit b Membran Fagositoz Oy
"Glukoz oksidaz Cu Sitoplazma Glukonik asit olusumu 0O,, H,0,
" Aldehit oksidaz Mo Sitoplazma Karbohidrat metabolizmasi | Oy
‘Glikolat oksidaz FMN Peroksizom Oksalat olusumu H,O,
‘Ksantin oksidaz Fe Sitoplazma Urat olusumu Oy
‘Monoamin oksidaz FAD, FMN Mitokondri Katekolamin inaktivasyonu | Oy, H,O,
Peroksidazlar
‘Miyeloperoksidaz (MPO) | Fe-hem Notrofilden Solunum patlamasi HOCL,'0,
salgilanir
Dioksijenazlar
‘Triptofan 2,3 dioksijenaz | Fe-hem Sitoplazma N-formilkiniirenin olusumu | Oy
Lipooksijenazlar (LOX)
‘5-LOX Fe Sitoplazma Lokotrien sentezi Oy
Siklooksijenazlar (COX)
"‘COX-1 Fe-hem Sitoplazma Prostaglandin sentezi Oy
Nitrik oksit sentazlar (NOS)
nNOS (I) FMN, FAD,
INOS (1II) Fe-hem, Sitoplazma NO sentezi NO, Oy
eNOS (I1I) Tetrahidrobiyo-
pterin (BHy)

Bu radikallerden ¢calismamizda yer alanlar asagida kisaca agiklanmustir:
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2.2.2.1.Siiperoksit Radikali (O;")

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi acisindan Snemli
Olciide yarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif fosforilasyonun
ana bileseni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit radikali olusur.
Stiperoksit radikali, serbest radikal olmasma karsin reaktifligi yiiksek degildir.
Kendiliginden, ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda
solunum zinciriyle birlikte olusur. Siiperoksit ayrica iskemi-reperfiizyonda aktive olan
ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da olusturulur. Lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan enzimlerdir (104). Siiperoksit ayrica
yiikksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve kimyasal ajanlar ile, bazi

bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda olusur (105).

Siiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijenin olustugu dismutasyon
tepkimesinden dolay1 sulu ortamda hizlica kaybolur. Diger taraftan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimiyle katalizlenen dismutasyon tepkimesi ise spontan dismutasyondan 10°

kat daha hizlidir (105).
202' + 2H+ — H202+ Oz
2.2.2.2.Nitrik oksit

Nitrik Oksit (NO) gaz halinde bir molekiilir. Oldukca reaktif olan NO, dis
yoriingesinde bulunan c¢iftlesmemis elektronu nedeniyle serbest radikal ozelligi tasir.
NO, lipofilik 6zelliktedir ve membranlar1 kolaylikla gecebilir, bu 6zelligi ile parankin
hormon aktivitesine sahiptir (106). NO ¢ok kisa bir yar1 dmre sahiptir (10-20 saniye).
NO, ilk olarak 1980 yilinda Furchgatt ve Zawadzki tarafindan bulunmustur ve endotel
kaynakl1 genisletici faktor olarak adlandirilmistir (107). NO, L-Arginin’in L-Sitrulin’e
doniisiimii esnasinda nitrik oksit sentaz (NOS) katalizorliiglinde olusur. Arginin, O, ve
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), NOS’un substratlaridir. Flavin mono
niikleotid (FMN), Flavin adenin diniikleotid (FAD), Hem ve tetrahidrobiopterin bu

enzimin koenzimleridir (108).

NO sentaz
L-Arjinin+NADPH +0, > L-Sitrulin+NO+NADP*
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NO eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen, bircok biyomolekiil ile kolayca
tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle kolayca
tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur. Yiiksek miktarlarda O, yapimi
NO ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek OH ve NO, olusumuna neden olurlar.
Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO-) ve peroksinitroz asit (ONOOH) ara

tirlinleri olusur (109).

NO' + O, » ONOO
ONOO™ +H* » ONOOH
ONOOH > ‘OH + NO?

NOS’un viicutta ii¢ farkli sekli bulunmaktadir;

1. Noronal NOS (nNOS veya Tip I NOS): Noronlarda ve iskelet kaslarinda bulunur.
nNOS, periferik ve santral sinir sisteminde, noronal trasmisyonda gorev alan NO

sentezinden sorumludur.

2. Indiiklenebilir NOS (iNOS veya Tip II NOS): Kalsiyuma bagimli degildir. Ozellikle
karaciger ve trombositlerde yogun olarak bulunur. Bakteriyel endotoksinler ve stokinler

tarafindan salinimi uyarilir.

3. Endotelyal NOS (eNOS veya Tip III NOS): Ozellikle damar endotelinde yogun

olarak bulunur. Kalsiyuma bagimli olarak siirekli salinir (110).

Guanilat siklaz /siklik guanozin mono fosfat (cGMP) sistemi araciligiyla NO, bir¢ok
biyolojik etkisini gosterir. NO, sentezlendikten sonra, hizla diffiize oldugu hiicrenin
sitozoliine girerek guanilat siklazin aktif bolgesinde bulunan Hem demirine (Fe**) geri
doniisiimlii olarak baglanarak guanilat siklazi aktiflestirir. Aktiflenen Guanilat siklaz ile
c¢GMP’nin hiicre i¢i seviyesi yiikselir. cGMP, Ca™ ‘nm hiicre icinde depolanmasini

veya hiicre disma ¢ikmasini uyarir ve intraselliiler Ca®* seviyelerini diisiiriir (106).

NO’nun Biyolojik Fonksiyonlari; NO’nun biyolojik etkileri cGMP ile iligkili olanlar ve

iliskili olmayanlar seklinde incelenebilir (111).
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a) cGMP ile iliskili olan etkileri: Diiz kas gevsemelerini saglar. Periferal ve santral sinir
sisteminde norotransmitter olarak gorev yapar. Trombosit agregasyonunu engeller.

Notrofil kemotaksisini onler (111).

b) cGMP ile iliskili olmayan etkileri: Lipit peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan
ozellik gosterir. Sitokrom P-450 enzim sistemini engeller. Timor baskilayict gen
seviyelerini yiikselterek apopitozla hiicre 6liimiine yol acar. Endotel hiicrelerinde gen
transkripsiyonu ve translasyonu diizenler, noronlarda gen ekspresyonu iizerine
kalsiyumun etkisini artirir. Kalsiyuma bagimli potasyum kanallarmi aktive eder.
NADH: ubikinon oksidorediiktaz, NADH: siiksinat oksidorediiktaz, akonitaz gibi bazi
mitokondrial demir-siilfiir enzimlerini inhibe ederken, siklooksijenaz gibi enzimlerin

Hem gruplarina baglanarak aktive olmalarin saglar (111).
2.2.3 ileri Protein Oksidasyon Uriinleri

Reaktif oksijen tiirleri viicutta siirekli olarak olusmaktadir. ROT, inflamatuar ve
dejeneratif hastaliklar gibi insandaki bir¢ok patolojik duruma katkida bulunur. Oksidatif
stresin kritik olan hastalarin, hastaliklarmin gelisiminde ©nemli bir rol oynadig:
bilinmektedir (112). Serbest radikal zararina neden olan dort ana grup iirlin vardir.
Bunlar lipid peroksidazlar, isoprostenazlar, DNA hidroksilasyon iiriinleri ve protein
karbonil  bilesikleridir.  Oksidatif stresin  degerlendirilmesinde cok sayida
uygulanabilecek yontem oldugu halde, bu yontemlerin bircogu otomasyon eksikligi
ve/veya  karisgtk  yontemlerinden  dolayr  rutin  klinik  laboratuvarlarinda

kullanilamamaktadir (113).

Ornegin isoprostenazlarin 6l¢iimii biiyiik dogruluga sahiptir ve viicut sivilarindaki lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde giivenilirdir. Fakat karigik yonteminden dolay1

klinik caliymalarda kullanimi sinirlanmaktadir (114).

1996’da kronik iiremik hastalarn plazmasinda, ileri protein oksidasyon iriinleri
(Advanced oxidation protein products; AOPP) olarak adlandirilan, yeni bir oksidatif
stres belirteci tespit edildi ve calisma sekli klinik kimya analizerlerine programlanda.
AOPP’nin mononiikleer fagositleri aktive ederek, notrofil ve monositler arasinda sitokin
benzeri medyator gibi davrandigi da One siiriilmektedir (115,116). AOPP, ditirozin
iceren capraz bagl protein iiriinleri olarak tanimlanmaktadir. Diger taraftan AOPP’nin

yapisal olarak ileri glikasyon son iiriinlerine benzedigi bildirilmektedir (117).
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AOPP, protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir belirtegtir. Witko-
Sarsat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada, AOPP diizeylerinin, protein
oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son iriinii olan
pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit peroksidasyon belirteci olan
tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonlasan maddelerle korelasyon gostermedigi bildirilmistir

(117).
2.2.3.1.Protein Oksidasyonu Belirteclerinin Klinik Onemi

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisiklige ugrar. Bu
degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilleri iizerine direkt etkileri
sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent
olarak baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybu,
metal-iyon  katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin otooksidasyonu ile

baslatilabilmektedir (118).

Bu iiriinlerin olusum hizimin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi,
proteinlerde  dahil olmak iizere diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif

modifikasyonlarin artigina yol agar (118).

Pek c¢ok sayida mekanizmanin protein oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler mekanizmalar:

Protein karbonil iiriinii (PCO) olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein

oksidasyonu;
¢ Protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi
e 3-nitrotirozin (3-NT)
e ditirozin (diTyr) olusumu olarak siralanabilir.

Potansiyel olarak biitiin amino acil yan zincirleri oksidatif modifikasyona ugrayabilme
ozelligindedir. Bu ylizden, ¢ok sayida ve farkli cesitte oksidatif protein modifikasyonu

olmasina bagli olarak, protein oksidasyonunun tek bir evrensel belirteci yoktur (118).

Bazi oksidatif protein modifikasyonlari, hem oksidasyona ugrayan amino asit bakiyesi,
hem de olusturulan iiriinler bakimindan gayet spesifiktir. Bazi oksidatif protein
modifikasyonlar1 ise global 6zellik tasir, cok sayida amino asit bakiyesinde degisiklige

yol acarak, yine cok sayida iiriin olusturabilir. Spesifik modifikasyonlara tirozin’in
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ditirozine doniisimii, global modifikasyonlara ise Pro, Arg, Lys, ve Thr amino
asitlerinin yan zincirlerinin, 4-hidroksi-2-nonenal ile reaksiyonu sonucunda olusan
PCO’ler ornek olarak gosterilebilir. Protein oksidasyonunun saptanmasinda HPLC,
ELISA, izotop diliisyon gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi, Western blot ve
spektrofotometri teknikleri kullanilmaktadir. 3-NT, diTyr gibi spesifik belirtecler
biyolojik materyallerde oldukca diisiik diizeyde bulundugundan, bu belirteclerin
diizeylerinin saptanmasi oldukca duyarli ve pahali yontemleri gerektirmektedir. Bu

yontemlerin uygulanmasi oldukga yiiksek maliyetlidir (119).

Lipit peroksidasyon iiriinleri ile karsilastirildiginda, PCO gruplarmin oksidatif stres
belirteci olarak kullanilmasinin bazi avantajlar1 vardir. PCO’in bu avantajlar1 arasinda
nispeten erken donemde olusmasi ve stabil olmasi sayilabilir. Yanlis katlanmis
proteinler, dogal proteinlere gore geri doniisiimsiiz bir protein modifikasyonu olan
karbonilasyona daha yatkindir. Karbonilasyona ugramis protein onarillamayacagindan,

proteozom kompleksinin rol oynadig proteolitik metabolik yola yonlendirilir (120).

Hiicreler oksidasyona ugramis proteinleri saatler ve giinler icinde yiktig1 halde, lipit
peroksidasyon iiriinlerini dakikalar i¢cinde yikmaktadir. Hastalarda erken donemde
olusan PCO gruplari, oksidatif stresin diger parametreleri olan glutatyon disiilfit
(GSSG) ve malondialdehit ile karsilastirildiginda uzun dénem kan dolasiminda kalir.
PCO’lerinin yiiksek diizeyde bulunmasi sadece oksidatif stresteki artist degil, ayni

zamanda protein fonksiyon bozuklugunu gostermektedir (121).

PCO’lerinin kimyasal olarak dayanikliligi, PCO’ni laboratuvar 6l¢iimleri i¢in uygun bir
parametre haline getirmektedir. PCO’nin -80°C’de 3 ay siireyle stabil oldugu

gosterilmigtir (121).

Pek c¢ok hastalikta, oksidatif stresin bir sebep mi yoksa primer hastalik siirecinin bir
sonucu mu oldugu acik degildir. Diger taraftan, protein oksidasyonu, protein fonksiyon
bozuklugu ve hastaliklar arasindaki iliskiler de biiyiik Olciide acikliga kavusmamagtir.
Bununla birlikte enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonlarinim,
hastaliklarin etyolojisinde onemli rol oynayabilecegi kesinlik kazanmistir. Giiniimiizde
oksidatif stres calismalarindaki en biiylik caba, cesitli insan hastaliklarinda spesifik

olarak okside olmus proteinlerin tantmlanmasi iizerine yogunlasmaktadir (122).
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2.3. SERBEST RADIKALERIN ETKILERIi
2.3.1. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiyiik oranda niikleik asit
baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki
diger degisikliklere baghdir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre cekirdegine ulagarak
DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir

(123).
2.3.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri iceren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Immunglobin G ve albumin gibi disiilfit bag1 fazla

olan proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur (124).
2.3.3. Karbohidratlara Etkileri

Monosokkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehitler
meydana gelir. Aciga c¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme O6zelliklerinden
dolayr antimitotik etki gostererek etki eder ve bdylece kanser ve yaslanmaya neden

olabilirler (125).

Serbest oksijen radikalleri, bag dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi

karbohidratlarin parcalanmalarina da yol acabilirler (125).
2.3.4. Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapisi lipit ve proteinden olusmaktadir,

lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar verir (126).

Lipit peroksidasyonu, coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif oksijen tiirleri
tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi iiriinlere yikilma

tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga c¢ikan
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iriinler zar gecirgenligini ve akigkanligmi ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel

iceriklerinin ayrilmasma neden olan kopma ve kirilmalara yol acar. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasar1 geri doniisiimstizdiir (126).

Zincir reaksiyonu seklinde olan lipit peroksidasyonu, organizmada olusan radikal

etkisiyle coklu doymamis yag asitleri iizerindeki metilen grubundan bir hidrojen atomu

uzaklastirilmas: ile baglar. Bu reaksiyon baslangi¢ reaksiyonu olarak isimlendirilir.

Hidrojen atomu uzaklasmasi ile karbon atomu iizerinde eslesmemis elektron kalir ve

bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali (L-) niteligi kazanir (126).

Radikallerin yol ag¢tig1 hiicre hasar1 Sekil 2.6’da goriilmektedir.

Protein
Hasan

Membran

Hasan

DHA W {DNA}

Hasan

Aolunam ™

enizithleri =N \K
W "\ .

.-'J % SER / DNA I'“,

‘x Nucl&us

Lipid Perolksidasyorm

Sekil 2.6. Radikallerin yol actig1 hiicre hasar1 (126)

2.3.5 8 - hidroksideoksiguanozin

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar iirliniiniin olugsmasma

yol acar (127).

Reaktif oksijen tiirleriy, DNA {izerine direkt kimyasal saldir1 ile ya da indirekt

mekanizmalarla DNA hasarina neden olabilirler. DNA hasarina neden olan radikal

olusum mekanizmalar1 sunlardir:
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¢ lyonize radyasyona maruz kalma, yiiksek O, konsatrasyonu, aktive fagositik

hiicreler, redoks dongii kimyasallari, sigara dumani veya ozona maruziyet.
e H,0,, peroksinitrit, nitroz asit ve organik hidroperoksitlerin artis.

e Otooksidasyon kimyasallarina maruz kalma (dihidroksifumarat, dopamin, L-

dopa, noradrenalin, adrenalin).
¢ Ksantin oksidaz substratlari olan ksantin veya hipoksantine maruziyet.
e Tiimor nekroz faktor (TNFa) (127).

DNA hasari; baz degisiklikleri, tek ve cift zincir kirilmalar1 veya kromozamal
ayrilmalar seklinde gerceklesmektedir. Oksidatif DNA hasarmmin  mutajenez,
karsinojenez, yaslanma, diyabet, karaciger hastaliklarmin gelisiminde Onemli rolii

oldugu ileri siiriilmektedir (128).

Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) oldukc¢a duyarh
ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasarmin gostergesidir (129). Guanin, DNA
bilesenleri icerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en

yatkin olan bazdir (130). Sekil 2.7°de 8-OHdG’nin kimyasal yapis1 goriilmektedir.

0
HN I S
)\ | y OH
S .
NIl N o

0
OH

OH

Sekil 2.7. 8 - hidroksideoksiguanozin (130)
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Modifiye bir baz olan 8-OHdG, DNA’da guaninin 8. karbon atomuna hidroksil
radikalinin baglanmasit sonucu olusur. Bu iiriin, normal oksidatif metabolizma sirasinda
tiretilen endojen ROT veya ekzojen kaynakli ROT tarafindan DNA’da olusan bir
mutajendir (131).

DNA replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden olarak mutasyona
egilimi artirir ve bu bilesigin DNA’y1 tamir edici enzimler tarafindan ortadan

kaldirilmasi da yeni hatalara sebep olur (131).

Bu nedenle, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilen 8-

OHJG 06l¢iimii, soz konusu hasarin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilir (131).

Oksidatif DNA baz hasarmin 6l¢iimii ya idrar ile atilan DNA onarim iiriinleri dl¢giilerek
saptanir ya da dogrudan baz hasar1 analizlenir. Oksidatif hasar iiriinleri arasinda en sik
Olciim yapilan parametre 8-OHdG’dir. Genellikle 8-OHdG’yi taniyan antikorlar1 iceren
kolonlarda idrar konsantre edildikten sonra HPLC ile ol¢iiliir (132).

Idrardaki 8-OHdG miktar: diyetten etkilenmez. Niikleozidin polar seker komponenti

bagirsaklardan absorbsiyonu engeller.

8-OHdG’nin insanlarda baska iiriinlere metabolize olup olmadig: tartigmalidir. Idrar ile
atilan 8-OHAG’nin bir kismu ya da tamami DNA’dan degil, dGTP havuzundan da
kaynaklanabilir (133).

2.4. ANTIOKSIiDANLAR

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi
oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun 6nlenmesi veya geciktirilebilmesidir. Bu

slirecte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (134).

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi icin serbest
radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla iiretimi, doku hasar1 ve
hiicre 6liimii ile sonuclanmaktadir. Dolayisi ile serbest radikallerin tetikledigi oksidatif
hasara karg1 savunma mekanizmalar1 harekete gecer. Bunlar Onleyici mekanizmalar,

tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalardir (135).

Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’1n yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-
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Px’da ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da

adlandirilirlar (136,137).

Hiicre i¢i ortamin aksine, hiicre dis1 ortamda gerceklesen enzimatik olmayan
antioksidan savunmadan ise E ve C vitamini, transferrin, seruloplazmin, albumin,
biliiriibin, B-karoten sorumludur. Ayrica, hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan
sistemin aktivitesi siirhidir (138). Antioksidanlarin siniflandirilmasi Tablo 2.4’de

goriilmektedir.

Tablo 2.4. Antioksidanlarin Smiflandirilmasi (138)

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

I. ENZIMLER II. ENZIM OLMAYANLAR

+ Stiperoksit dismutaz (SOD * Lipit fazda ¢oziinenler: a-tokoferol, f-karoten
* Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) * S1v1 faz (sitozol, kan plazmasi) da ¢oziinenler:
» Glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd) . Askorbik asit . Albiimin
* Glukoz 6-P dehidrogenaz (G6PD)
- Katalaz (CAT) * Glutatyon (GSH) + Hemoglobin
» Seruloplazmin - Urat - Miyoglobin
+ Glutatyon-S-transferaz

- Sistein » Transferrin
- Tiyoredoksin rediiktaz (TR)

- Bilirubin - Laktoferrin

- Bazi metal iyonlar1 - Ferritin

(Mg**, Mn**, Zn*") - Lipoik asit

EKZOJEN ANTIOKSIiDANLAR

» Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri - N-Asetilsistein (NAC)

- Rekombinant antioksidan enzimler (r-SOD) + Melatonin (MEL)

« Ksantin oksidaz inhibitorleri + Demir selatorleri (Desferroksamin)
+ NADPH-oksidaz inhibitorleri - Barbitiiratlar

+ NOS inhibitorleri - Lokal anestezikler

Enzim olan ve olmayan antioksidan savunma sistemleri arasindaki iliskiler, ¢ok
giicliidiir. Ornegin, GSH, GSH-Px, GSSG-Rd ve G6PD birlikte, serbest radikallere kars1

hiicrenin en 6nemli savunma araci olan glutatyon redoks siklusunu olustururlar (139).
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Oksidatif siirecin  herhangi bir asamasina katilabilen antioksidanlari, etki

mekanizmalarina gore de siniflandirmak miimkiindiir (140);

o Gecis metal iyonlarin1 baglayabilen ya da oksidasyonla etkisizlestiren
antioksidanlar. Seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, albiimin, ferritin ve

desferroksamin gibi demir selatorleri, bu grup icinde 6nemli yer tutmaktadir.

« Otokatalitik olarak yayilan serbest radikal zincir reaksiyonlarmi kirabilen
antioksidanlar. Bu grup icerisinde tokoferoller, aromatik aminler, fenoller

sayilabilir.

« Oksidatif hasara ugrayan hiicre bilesenlerini onarabilen antioksidanlar. Bu grupta

askorbat, tokoferol, GSH ve bazi DNA onarim enzimleri sayilabilir.

« Serbest radikalleri tutabilen (scavencing), aktivitelerini bastirabilen (quenching)
ya da inaktif formlara doniistiirebilen antioksidanlar. Genellikle enzimatik
antioksidanlar ile iiratlar, serbest tiyol bilesikleri, a-tokoferol ve askorbat bu grup

icinde yer almaktadir (141).

Etki mekanizmasma dayanan bu smiflandirma, antioksidanlarn multifonksiyonel

oldugunu gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir (141).
2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.1.1 Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)(EC 1.15.1.1)

O, radikalinin H;0, ve O, molekiillerine doniisiimiinii katalizlemektedir.
Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki O, diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD,

bir O, radikalini yiikseltgerken, diger O, radikalini H,O; ‘e indirger (142).
SOD

O, +2H" » O+ H0;

Memelilerde ii¢ tip SOD izoenzimi tanimlanmustir:

1.Cinko-Bakir (Cu-Zn) SOD: Genellikle lizozomda ve sitozolde lokalizedir. Cu
atomlar1 enzimatik aktiviteden, Zn atomlar1 ise enzimin stabilitesinden sorumludurlar.

Cu-Zn SOD’1n antioksidan savunmada ilk sirada yer aldig: diisiiniilmektedir (137).

2.Manganez (Mn) SOD: Mitokondriyal SOD olarak da ifade edilir
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3.Ekstraseliller SOD (EC-SOD): EC-SOD, ekstraseliiler boliimlere salgilanabilir ve
hiicre yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilir, Cu- Zn SOD gibi
kofaktor olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO™- aktivitesini Onledigi
diisiiniilmektedir. Yiiksek O, kullanimi olan eritrosit gibi hiicrelerde SOD aktivitesi
fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliller oldiiriilmelerinde de rol
oynamaktadir. Bu nedenle SOD nétrofil fonksiyonu i¢in ¢cok énemlidir. Lenfositlerde de
SOD fazla miktarda bulunmaktadir (143). Sekil 2.8.’de Insan dokularindaki major

antioksidan enzimler ve bagh yollar goriilmektedir.

0, ————* H,0, H H,0
J:.-SII GE506
Intraselbiler %

Seta N \DPII MNADP

L

i T
Ekstrase]]:ﬂ.er ( SH ——® Dijpeptidler O

ortam
Amunoasitler

Sekil 2.8. Insan dokularindaki major antioksidan enzimler ve bagli yollar (143)
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2.4.1.2. Glutatyon Peroksidaz Enzimi (GSH-Px)(EC 1.11.1.9)

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Molekiil agirligr yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayni dort subiinitten
olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu icermesi nedeniyle
hiicreleri ¢esitli hasarlara kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniilebilir. 1957
yilinda ilk defa Mills tarafindan memeli eritrositlerinde bu enzimin varhgi

kesfedilmistir. Endotel hiicrelerinde, 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir (144).

GSH-Px, karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise diisiik diizeyde
aktivite gosterir. Hiicrede ise enzim aktivitesinin %60-75’1 sitoplazmada, %?25-40’1
mitokondride bulunur. Glutatyon mekanizmasi, ¢cok 6nemli bir antioksidan savunma
mekanizmalarindan biridir. GSH-Px, lipitleri peroksidasyondan koruyan en Onemli
enzimdir. Hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin

yapisini ve fonksiyonunu korur (145,146).

GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir, hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat yolunda iiretilen NAD(P)H’a bagimhdir
(147).

GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler (148).

H,O, + 2 GSH GSSG+2H0.....oooiiiiiii, @

v

ROOH+2GSH

v

GSSH+ROH+ HyO...................... dn

Membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px), membrana bagh antioksidan olan vitamin E’nin
yetersiz oldugu durumlarda, membranin peroksidasyonuna karsi korunmasini saglar

(148).

GSH-Px, ii¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize ederken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O, radikalini, yiiksek

spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (149).
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Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere farkli substratlar kullanan iki
tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O, molekiillerini kullanip,
yiiksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur

ve kapasitesi daha diistiktiir (149).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastirict 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 karsi en etkili antioksidandir (150).
2.4.2. 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 (134).

GSH, DNA sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit transportu,
peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitiinliigii ve bircok enzim aktivitesinin
diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre 6liimiine yol acar. 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, Albiimin, Transferrin, Seruloplazmindir (142).
2.5. AAA’ DE OKSIDATIF STRES ETKISI

AAA’da enflamasyon ataklarinin periyodik olarak gelismesi pirin’in normal sartlarda
gorevini yerine getirebilirken, stres durumunda yeterli diizeye ulagamamasi
nedeniyledir. Bu nedenle pirin enflamasyonu kontrol edici gorevini yerine
getirememekte ve hastalik bulgularma neden oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
genetik mutasyonlarin yani sira, cevresel 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 goriisiinii azaltmistir
(151). Giiniimiizde AAA’da notrofil aktivasyonunu gosteren caligmalarla da patogenez

aydmlatilmaya calisilmaktadir. AAA’l hastalarda 6zellikle ataklar esnasinda PMNL’in
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kemotaktik aktivitesi ileri derecede artmistir. Tutulmus olan dokularda belirgin notrofil

hakimiyeti mevcuttur (152).

Bu konuda yapilan bir calismada, hastalarda notrofil B2 integrin ve L-selektin (LS)
yapisma molekiillerinin hiicre yiizeyinde bulunusu arastirilmis ve kimyasal uyaranlarin
notrofil kemotaksisine etkisi incelenmistir. Notrofillerin kemotaktik aktivasyonu 2
integrinin ve LS molekiiliiniin ortaya c¢ikismi arttirmaktadir (153). Bu da lokositlerin
endotele yapismasmi ve enflamasyon bolgesine gecisini saglar. Atak swrasinda AAA
hastalarinda notrofil yiizeyinde B2 integrinin ortaya ¢ikist kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Kimyasal uyar1 sonrasinda B2 integrin ve LS’in ortaya ¢ikisinda ise
kontrol grubuna gore belirgin bir farkliliga rastlamlmamistir. Sonu¢ olarak; atak

sirasinda kimyasal uyariyla iligkili olmayan notrofil aktivasyonu oldugu gosterilmistir
(154).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Biyokimyasal ve genetik Ol¢timlerde, Sigma marka analitik saflikta kimyasal maddeler
kullanildi. Calismalarda, spektrofotometre (Shumadzu U.V Visible 1601), analitik terazi
(A&DGR-200), pH metre (WTW pH 3301), sogutmal1 santrifiij (Sigma 3K 30), ELISA
reader (Sunrise Basic-Tecan), degisik Ol¢ii ve markalarda otomatik pipetler, cam

pipetler, balon jojeler, beherler ve polistren tiipler kullanildi.

Calismada kullanilan ¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi. Caligmada kullanilan tiim
cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin boyunca %20’lik HNO;

icinde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi.

Olgiimlerde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar, Tip I saf su ile hazirlanarak calisma
stiresince soguk odada saklandi. Dayaniklilig1 kisa siireli olan c¢ozeltiler ise caliyma

sirasinda hazirlanarak kullanildi.
3.1.1. Hasta Grubu

Erciyes Universitesi Gastroenteroloji Anabilim Dali’na bagvuran ve AAA tanis1 almis
olan 19°u bayan, 12’si erkek 31 hasta caligmaya alindi. Hastalar yeni almis olup AAA

ile ilgili herhangi bir ila¢ kullanmamustir.
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3.1.2. Kontrol Grubu

Calismamizda 20 kisi kontrol grubunu olusturdu. Bunlardan 16’s1 bayan, 4’ii erkek
bireylerden olugmaktaydi. Kontrol grubunun yas araligi, hasta grubuna benzer sekilde

18 ve tizeri olarak alindi.
3.2. YONTEM

Hastalardan iki adet 2 mL venoz kan 6rnegi Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren
tiiplere, 4 mL kan Ornegi ise biyokimya tiipline alindi. Alinan kan Orneklerinden
EDTA’] tiiplerdekiler genetik calismalar i¢in kullanildi. Serum ve plazma Ornekleri ise
biyokimyasal caligmalarda kullanildi. Genetik caligmalar i¢in alman EDTA’ll kan
orneklerinden standart yontemlerle DNA izolasyonu yapildi. Uygun primerler
kullanilarak klasik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile DNA’lar ¢ogaltild:
ve MEFV genindeki mutasyonlar strip assay yontemi ile tespit edildi. Genetik

caligmalar 6zel bir genetik laboratuvarinda yapilmistir.
3.2.1. Genetik Calismalar
3.2.1.1.DNA izolasyonu

Genetik calismalarin temelini DNA izolasyonu olusturur. DNA izolasyonu Qiagen

DNA izolasyon kiti (Katalog no : 69504) ile yapilmistir.

e 20 pl proteinaz K enzimi 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine almip iizerine 100ul

antikoagiilanli kan eklendi. Toplam hacim 220 ul’ye PBS soliisyonu ile tamamland:.

e Uzerine 200 ul lizis soliisyonu eklendi, vortekslendi ve 1sitic1 blokta 56°C’de 10
dakika inkiibe edildi. Uzerine 200 pl %96’lik etanol eklenip karistirildi.

e Hazirlanan karisim kolona aktarildi.1 dakika 7000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonucu kolon altinda bulunan toplama kabi atild1 ve yeni bir toplama kab1 kolona

takildi.

¢ Kolon iizerine 500 pl yikama soliisyonu 1 eklenip 7000 g’de 1 dakika santrifiij
edilip, toplama kab1 yeniden degistirildi.

e 500 pl yikama soliisyonu 2 kolon iizerine eklendi, 3 dakika 20.000 g’de santrifiij
edildi. Toplama kabi1 degistirildi.
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¢ Spin kolon mikrosantrifiij tiiptine alinip 200 pl elisyon soliisyonu eklenip 1 dakika
oda 1s1sinda inkiibe edildi. 7000 g’de santrifiij edilip kolon atildi.

Kit icerisinde hazir olarak yer alan lizis soliisyonu ile yine kit igerisinde stok olarak
bulunan yikama solusyonu 1 ve yikama solusyonu 2 kullanimdan 6nce %96’lik etanol

ile diliie edildi. izole edilen DNA %?2’lik agaroz jel hazirlanarak kontrol edildi.
3.2.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi

2 gr agaroz tartilarak 100 ml’ye Elektroforez soliisyonu ile tamamlanip mikrodalgada
kaynatildi. Oda 1s1sina gelinceye kadar sogutulup, icerisine 4 ul etidyum bromiir ilave
edildi. Elektroforez tankina dokiilerek donduruldu. Izole edilen DNA yiikleme tamponu
ile jele ytiklenerek elektroforez yapildi ve ultraviyole 15181 altinda inceleme yapilarak

izolasyonun gerceklesip gerceklesmedigi anlasildi.
3.2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir numune i¢in; biotinle isaretlenmis primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu

yapildi. PCR i¢in her bir numune asagida gosterilen sekilde hazirlanda.
15 ul Amplifikasyon Miksi

4.6 ul Taq DNA soliisyonu

0.4 ul Taqg DNA polimeraz enzimi

5 ul Ornek DNA

Asagidaki programda ilgili gen bolgesi ¢ogaltilir.

94 °C/2 dakika 6n hazirlik

94 °C/15 saniye

58 °C/30 saniye 35 dongii

72 °C/30 saniye

72 °C/3 dakika
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3.2.1.4.Hibridizasyon
Prensip
AAA mutasyon taramalar1 , Vienna Lab. Strip assay kiti ile yapilmistir.

Uzerine paralel sekilde yerlestirilmis allele spesifik oligoniikleotid problar bulunan
stripler lizerine amplifiye edilmis PCR {riinlerinin hibridizasyonu yapildi.
Hibridizasyon sirasinda denatiire edilmis amplikon, stribe yapistirilmis gen problarma
baglanir. Oldukg¢a spesifik yikama islemi sirasinda, sekans problar, cogaltilmis DNA ile
%100 uyumlu ise hibridlerin hayatta kalmasini saglar. Bagh biotinle isaretlenmis
sekanslar, streptavidin alkalen fosfataz ve renk substrati kullanilarak belirlenir ve bant
yapist analiz edilir. Bu asamadan sonra striplerde olusan renklenme ile DNA’nin

baglandig1 yerlere gore hastada mutasyon varlig1 ya da yoklugu tespit edilir.
Reaktifler

e Denatiirasyon soliisyonu (DNAT)

¢ Hibridizasyon soliisyonu

e Wash A soliisyonu

¢ Konjuge soliisyon

e Wash B soliisyonu

e Substrat soliisyonu
Calisma

e PCR asamasinda ¢ogaltilan AAA gen bdlgelerini iceren 10 pul amplifikasyon
tiriini. DNA cihazinin kuyucuguna pipetlenir ve 10 pl denatiirasyon soliisyonu

ile karigmasi saglanir. Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilir.

¢ 1 ml hibridizasyon soliisyonu eklenir AAA mutasyon tarama stripleri cihaz

tizerindeki kuyucuklara yerlestirilir. 45 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

e Her bir kuyucuga 6nceden 1sitilmig Wash A soliisyonundan 1 ml aktarilarak 1

dakika stripler yikanur.

¢ Yeniden her bir kuyucuga Wash A soliisyonundan 1 ml aktarilarak 45 °C’de 15
dakika inkiibe edilir.
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¢ Dordiincti basamaktaki islem aynen tekrar edilir.

e Her bir kuyucuga konjuge soliisyonundan 1 ml aktarilip 15 dakika stripler oda

1s1sinda inkiibe edilir.

e Her bir kuyucuga onceden 1sitilmis Wash B soliisyonundan 1 ml aktarilarak 1
dakika stripler yikanur.

® Yeniden her bir kuyucuga Wash B soliisyonundan 1 ml aktarilarak oda 1sisinda

5 dakika inkiibe edilir.
e Sekizinci basamaktaki islem aynen tekrar edilir.

e Her bir kuyucuga 1 ml substrat soliisyonu eklenip oda 1sisinda 15 dakika inkiibe

edilir, stripler son olarak distile suyla yikanip kurutularak degerlendirilir.
3.2.2.Biyokimyasal Calismalar
3.2.2.1.NO Diizeyi Ol¢iimii
NO 6l¢iimii, Cayman marka (Katalog No.780001) ELISA kiti ile yapild.
Prensip

NO’in yar1 6mrii ¢ok kisadir, saniyeler i¢cinde ortamdaki oksijen ile reaksiyona girerek,
nitrat (NO3) ve nitrit (NO;) iyonlarina doniisiir. NO;jiyonlarmin %95’i NOs’a
oksitlenir. NO Ol¢iimii, son iriinler olan NO,  ve NOj; konsantrasyonlarinin iki
basamakta 6lciilmesi esasma dayanir. Ik basamakta NADPH ve FAD varliginda nitrat
rediiktaz kullanilarak, NOs, NO, formuna doniistiiriiliir. Ikinci basamakta olusan
toplam nitrit, Griess reaksiyonu sonucu, primer aromatik amin olan siilfanilamid ile
diazotizasyonun ardindan, N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NNED) ile mor renkli

azo bilesikleri olusturur, olusan rengin absorbansi 540 nm’de ol¢iiliir (155).
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Sekil 3.1 Griess Reaksiyonu (155) .

Reaktifler
¢ (Calisma tamponu

e Nitrat Rediiktaz: Liyofilize haldeki enzim, ¢alisma Oncesi tampon ile diliie

edilerek hazirlandi.

¢ Enzim Kofaktorleri: Liyofilize haldeki kofaktor, calisma 6ncesi tampon ile diliie

edilerek hazirlandi.
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e Nitrat Standarti: Liyofilize haldeki standart, calisma tamponu ile uygun
oranlarda diliie edilerek: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM konsantrasyonlarinda

standart seri hazirlanda.
e Griess 1 Reaktifi:N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit
e (Griess 2 Reaktifi: Siilfanilamid
Calisma

Serum orneklerinde cahisma oncesi Syrfil'-MF marka (25mm, 0.22 um) filtrelerle

ultrafiltrasyon islemi uygulandi.

Kor Numune/Standart
Calisma Tamponu 200 -
Numune - 80
Enzim Kofaktorii - 10
Nitrat Rediiktaz - 10

Oda 1s1nda 3 saat inkiibasyona birakild:

Griess Reaktifi 1 - 50

Griess Reaktifi 2 - 50

Renk olusumu i¢cin oda 1sisinda 10 dakika bekletilen numune ve standartlarin
absorbansi, 540 nm’de kore kars1 okundu.
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Sekil 3.2 Nitrat standart grafigi.

Nitrat standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslara karsilik

gelen konsantrasyonlar hesapland1. Nitrik oksit seviyeleri, umol/L olarak verildi.

3.2.2.2.Glutatyon Peroksidaz Olciimii
GSH-Px 6l¢iimii, Cayman marka (Katalog No. 703102) ELISA kiti ile yapild.
Prensip

GSH-Px, hidrojen peroksitleride iceren hidroperoksitlerin uzaklastirilmasini katalize
eder, boylece oksidatif hasarlara karsi hiicreleri korur. Dort subiiniteden olusur, bu

subiiniteler selenosistein igerir ve peroksitlerin indirgenmesini saglar (156).

R-O-O-H +2GSH —— R-O-H +GSSH +H,0

GSSH+NADPH+H® ——  »2GSH+ NADP*
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Reaktifler

e GSH-Px calisma soliisyonu: pH’st 7.6 olan 50 mM Tris-HCI soliisyonu i¢in;
3ml konsantre assay buffer 27 ml tridistile su ile dilue edildi.

e Ko-Substrat Karigimi: Liyofilize haldeki NADPH, glutatyon ve glutatyon

rediiktaz iceren karisim tridistile su le dilue edilerek hazirlanda.

L4 HzOz
Cahsma
Kor Numune (Plazma)
GSH-Px c¢alisma soliisyonu | 120 100
Ko-Substrat Karisimi 50 50
Numune - 20
H>0, 20 20

Enzim aktivitesindeki diisiis, 25°C’de 4 dk boyunca su koriine karst 340 nm dalga
boyunda izlendi.

Hesaplama

Her numune ve kontrol i¢in 0. ' 1. 2'. 3'. 4'. ve 5'. OD degerleri kullanilarak, AOD/dk
degerleri hesaplandi. Daha sonra ,AOD/dk degerlerinden kontrol degerleri cikarilarak
net AOD/dk degerleri elde edildi.

N, BN
T P e |l L L L
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3.2.2.3 Siiperoksit Dismutaz Olciimii
SOD 6l¢iimii, Cayman marka (Katalog No. 706002) ELISA kiti ile yapild1.
Prensip

Stiperoksit dismutaz enzimi, oksidatif enerji tiretimi swrasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu
hizlandirir. Yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilmasi ve nitroblue tetrazoliumun
(NBT) rediiksiyonunun inhibisyonu esasina dayanir. Biyolojik sistemlerde ksantin-
ksantin oksidaz sistemi tarafindan katalizlenen aerobik oksidasyon sonucunda,
stiperoksit radikalleri NBT gibi boyar maddeleri rediikte etmekte ve bu yolla
formazonlar olusmaktadir. SOD varliginda NBT’nin formazona doniistimii
engellenmektedir. Bu sebeple NBT rediiksiyon hizinin inhibisyonuna bagli olarak, SOD
aktivitesi tayin edilir (157).

Reaktifler
e Stok SOD (1.98 mL 6rnek soliisyonu ile ¢oziilerek hazirland).

e Radikal Dedektor: (50 upl radikal dedektor; 19.95 mL assay soliisyonu ile dilue
edildi).

e (Calisma Soliisyonu: (50 mM Tris-HCI pH 8.0; 0.1 mM dietileneteraminpenta
asetik asit DTPA)

e Ornek Soliisyonu : (50 mM Tris-HCI pH 8.0 )

¢ Ksantin Oksidaz: (50 pl enzim 1.9 ml sample tamponu ile dilue edildi).

Calisma
Standart Numune (Plazma)
Radikal dedektor 200 200
Standart 10 -
Numune - 10
Ksantin Oksidaz 20 20

Oda 1sisinda 20 dk inkiibe edildikten sonra, 450 nm dalga boyunda absorbanslari
okundu. Degerlendirme standart grafikler tizerinde yapildi.




52

Standart Serinin Hesaplanmasi

Stok SOD ¢ozeltisinden 0.025, 0.050, 0.100, 0.150, 0.200, 0.250 U/mL aktiviteye sahip
standartlar sample tamponu ile hazirlandi. SOD aktivitesine karsilik gelen Lineer Oran

(LR) degerleriyle SOD standart grafigi ¢izildi.

HE
S5
v =12.157% + 09973
F* = 0.9986
2 /
15
1 1
0A ;
I:I 1 1 1
0 005 0,1 0,15
el

Sekil 3.3 SOD standart grafigi
3.2.2.4. AOPP Tayini

AOPP  olciimii, Witko-Sarsat ve  arkadaglar1  tarafindan  gercgeklestirilen
spektrofotometrik metodla gerceklestirildi. Metodun prensibi, plazmadaki uzun omiirlii
klorlu oksidanlar ile proteinlerin capraz baglama iiriinlerinin, potasyum iyodiirii
oksitlemesi ve aciga cikan triiyodid iyonunun, 340 nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanir
(158).

Reaktifler

e Fosfat Tamponu (PBS pH 7.4)

e Kloramin- T Standartlar1 (5-200 pmol/L)



53
o Asetik Asit
e Potasyum Iyodiir (KI 1.16 mol/L)
Calisma

Fosfat Tamponu (PBS pH 7.4) ile diliie (1:5) edilen serum ve kloramin-T standart
cozeltilerinin (0-200 uymol/L) 800 puL’sine, 10 pL 1.16 mol/L KI ve 20 pL asetik asit
ilave edildi. Reaksiyon karisiminin absorbansi spektrofotometrede 340 nm dalga

boyunda 0lgiildii. AOPP diizeyleri, Kloramin T ekivalentlerinden umol/LL olarak

belirlendi.

Kor Numune
Numune - 200
PBS 1000 800
KI 10 10

Oda 1s1sinda 2 dakika inkiibe edildi.

Asetik Asit (%3’liik) 20 20

340 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi

200 pmol/LL konsantrasyondaki stok kloramin-T c¢o6zeltisi, uygun oranlarda dilue
edilerek 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 umol/L konsantrasyonlarinda standart seri

hazirlandi. Standartlar numune gibi calisildi.
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Sekil 3.4 Kloramin T Standart Grafigi

3.2.2.5. 8-OHdG Tayini
8-OHdG, Jaica marka kit kullanilarak kompetetif ELISA assay yontemi ile dl¢iildii.
Prensip

Kompetitif immuno 06l¢iimde; dl¢iilmek istenen antijenle, isaretli antijen sinirli sayidaki
antikorla birlesmek iizere ayn1 anda ortama konularak antikora karsi yarigmalari
saglanir. Baglanamayan antijenler uzaklastirilir. Daha sonra enzim isaretli sekonder
antibody, monoklonal antibody’e baglanmasi i¢in ortama eklenir ve inkubasyona
birakilir. Baglanmayan enzim isaretli sekonder antibody’ler yikama ile ortamdan
uzaklastirilir. Bir sonraki asamada kromatik substrat ortama eklenir inkiibasyona
birakilir ve reaksiyon terminasyon soliisyonu ile durdurulur. Plate, 450 nm dalga

boyunda degerlendirilir.

Reaktifler
¢ Primer antibody (8-OHdG ye 6zgii monoclonal antibody)
¢ Sekonder antibody

e Kromatik soliisyon (3,3',5,5',-tetrametilbenzidin)



¢ Yikama soliisyonu

¢ Terminasyon soliisyonu (1M Fosforik asit)
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Sekil 3.5 8-OHAG Standart Grafigi
Numune Standart
Numune 50 50
Primer antikor 50 50

Plate iizeri kapatilarak 4°C’de bir gece inkiibasyona birakildi

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile ii¢ defa yikandi.

Sekonder antikor

100

100

Plate tizeri kapatilarak, oda 1si1sinda 1 saat inkiibasyona birakild:.

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile ii¢ defa yikandi.

Kromatik soliisyon

100

100

Oda 1sinda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Terminasyon Soliisyonu

100

100

450 nm’de numune standartlarin absorbanslari okundu.
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3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Verilerin gosterimi, aritmetik ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov Testi ile degerlendirildi. Normal
dagilima uygun olmayan GSH-Px degiskeni, nonparametrik testlerle degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren test parametreleri icin ise parametrik testler yapildi. AAA ve
kontrol grubundan elde edilen biyolojik materyalde calisilan parametrelerin
karsilastirilmasinda, normal dagilan testler i¢in bagimsiz iki ornek ¢ testi, normal

dagilim gostermeyen parametrre i¢cin ise Mann Whitney U testi yapildi.

Korelasyon analizi i¢cin Pearson Korelasyon Analizi yapildi. Tim istatistiki
kargilastirmalar, SPSS for Windows 13.0 paket bilgisayar programi kullanilarak yapildi.
Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1 GENETIK BULGULAR

Erciyes Universitesi Gastroentereloji Anabilimdali’na periyodik karin agrisi, ates ve
artraji/artrit sikayeti ile bagvuran toplam 31 hasta ve 20 kontrol grubu calismaya alind1.
Calismaya dahil edilen hasta ve kontroller 18 yas ve lizerinde idi. Hastalarin yas
ortalamast 36.84+12.43 iken kontrol grubu yas ortalamasi 33.7+7.17°dir. Hasta ve
kontrol grubu arasinda yas ve cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir (p>0.05).

Hastalarimizda goriilen mutasyonlar yabani tip allelde, mutant tip allelde veya her iki
allelde birden goriilebilir. Mutasyonun goriildiigii allele gore isimlendirme Tablo 4.1 de

goriildigii gibidir.

Tablo 4.1 Mutasyon tipleri ve genotipteki adlandiriimasi

Yabani Tip Mutant Tip Genotip
+ - Normal
+ + Heterezigot

+ Homozigot Mutant
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Tablo 4.2. Kromozomlara gore mutasyonlarin dagimi

Mutasyon Mutant tip allel | Yabani tip allel | Mutasyonlarin Allelik frekansi
M694V 11 41 %17
E148Q 7 55 %11.2
V726A 3 59 %4
M680I(G/C) 7 55 %11.2
A744S 2 60 %3.2
P369S 2 60 %3.2
M680I (G/A) - 62

K695R 1 61 %1.6
R761H 4 58 %6.4
F479L - 62

1692 del - 62

M6941 - 62

Tablo 4.2°de goriilldigii gibi calismamizda allel frekanst en yiikksek M694V
mutasyonunda; %17 oram ile goriilmektedir. E148Q ve M680I (G/C) mutasyonlar: ise
9%11.2 oram ile ikinci en yiiksek allel frekansina sahiptir. Bu mutasyonlarin goriilme
sikliginin, digerlerine gore yiiksek oranda yer almasi AAA’de fenotipik olarak daha

etkili olmasindan kaynaklanir.

Calismamiza dahil edilen 31 AAA hastasinda yapilan mutasyon tarama sonucuna gore;
2 hastada Homozigot mutant (M680I(G/C), M694V) , 24 hastada Heterezigot (E148Q,
M694V, M680I (G/C), VT726A, K695R, P369S, A744S, R761H) ve 5 hastada ise
Birlesik  Heterezigot  (M680I(G/C)/M694V,  E148Q/M694V,  E148Q/P369S,
M680I(G/C)/VT26A, M680I (G/C)/ R761H) mutasyon tasidiklari tespit edilmistir.
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4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

AAA grubunu olusturan 31 hastanin (19 bayan, 12 erkek) yas ortalamasi
36.84+12.43’tiir. Kontrol grubunu olusturan 20 kisinin (16 bayan, 4 erkek) yas
ortalamasi 33.7+7.17°dir. AAA ile kontrol grubu arasinda yas ve cinsiyet acismndan

kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. (p>0.05).

Hasta grubu ile kontrol grubu NO diizeyleri bakimindan kiyaslandiginda; AAA hasta
grubu NO diizeyi 13.93 + 491 iken, kontrol grubu NO diizeyi 9.20+4.42 olarak
bulunmugtur. AAA hasta grubu NO diizeyinin, kontrol grubu NO diizeyinden yiiksek

olmast istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0.05).

GSH-Px aktiviteleri bakimmdan AAA hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05).

AAA grubunda SOD aktivitesi 5.018+1.34 iken kontrol grubunda 4.39+0.77 idi. SOD
aktivitesi bakimindan AAA hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0.05).

AOPP diizeyi bakimindan hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirilinca; AAA grubu
352.60+172.25 bulunurken kontrol grubunda 251.27+85.07°dir. Bu bulguya gore
AOPP diizeyi agisindan, AAA grubu ile kontrol grubu arasindaki fark, istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0.05). (Tablo 4.1).

AAA grubu ile kontrol grubu 8-OHdG diizeyleri bakimindan karsilastirilmistir. Tablo
4.3’te goriildiigii gibi hasta grubu ile kontrol grubu arasinda 8-OH dG diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.005)



60

Tablo 4.3. AAA grubu ile kontrol grubu arasinda yas, AOPP, NO, 8-OH dG diizeyleri ve GSH-Px ve
SOD aktiviteleri karsilastiriimasi

Parametreler AAA Grup (n:31) Kontrol grup (n:20) |

Yas (y1l) 36.84+12.43 33.75+7.17 0.267
NO (umol/L) 13.93 £4.91 9.20+4.42 0.001
GSH-Px (U/mL)" 172.02+84.54 184.46x114.11 0.657
SOD (U/mL) 5.01+1.34 4.39+0.77 0.040
AOPP (umol/L) 352.60+172.25 251.27+£85.07 0.018
8-OH dG (ng/ml) 2.70+1.38 2.88+1.07 0.593

* GSH-Px : Nonparametrik test uygulandigi i¢cin median degerler (%25-75) alinmistir.

Yapilan Pearson korelasyon analizinde, SOD aktivitesi ve AOPP diizeyi arasinda

(p=0.010, r=0.359) pozitif korelasyon bulundu. Diger parametreler arasinda korelasyon

tespit edilemedi.

AOPP

800
[n]
[m]
7001 =
[m]
6001
a
5001
a
[m] [m]
4001 o
[m] [m]
o9
a
o oo
3004 ofhq oo
]
oHBpg
m [m]
[n]
200+ o8 g,
DD %
ot
100 _ _
0 10 20
SOD

Sekil 4.1. SOD ve AOPP arasi korelasyon grafigi

30



5. TARTISMA VE SONUC

AAA Kkarin, gogiis, eklem agris1 ve ates belirtileri gosteren otozomal resesif gecisli
otoinflamatuvar bir hastaliktir. Akdeniz orjinli bireylerde goriildiigiinden, etnik kdkene
dayali bir hastahktir. Ulkemizde goriilme sikligi 1/5’tir. En ciddi komplikasyonu,

bobrek yetmezligine neden olan amiloidoz olusumudur ( 159).

AAA’nin patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber son yillarda, AAA’nin
patogenezinde rol oynadigi ileri siiriilen bazi faktorler vardir. Arasidonik asit
metabolitleri, polimorfo niikleer 16kosit (PMN), genetik mutasyonlar ve oksidatif stres
bu faktorlerden bazilaridir. AAA’de oksidatif stres parametrelerine dayali caligmalar

cok smnirh ve az sayidadir.

Agr1 ve ates nobetlerinin bulundugu aktif donemde, arasidonik asit metabolitlerinin
arttig1 bircok calismada gosterilmistir. Emerit ve ark.’min yaptigr bir calismada,
fosfolipaz A, nin artmis aktivesi, arasidonik asit oksidasyon iiriinlerinin kaynagi olarak
diisiiniilmiustiir. AAA’In hastalarda, yag asitlerinin metabolizmasi sirasmnda lipit
peroksidasyon iriinlerinin artisi, AAA patogenezinde oksidatif stresin rol oynadigini

diistindiirmektedir (160).

Hiicre icerisinde herhangi bir sebeple artmis olan serbest radikaller ve lipit
peroksidasyon iriinii olan malondialdehit (MDA), hiicre cekirdeginde DNA ile

reaksiyona girmektedir. DNA’nmn yapisinda baz degismelerine ve DNA’da zincir
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kirilmalarma sebep olarak kromozom anomalilerine ve sitotoksisiteye neden olmaktadir
(161). Sayal ve ark.’nin yapmus oldugu bir ¢calismada plazma MDA seviyesinin yiiksek
bulunmast1 da AAA’ll hastalarin  patogenezinde oksidatif stresin  varligmi

desteklemektedir (162) .

AAA’D hastalarda, artmig oksidatif stresin semptomlarin bir sebebi mi yoksa sonucu mu
oldugu belirsizligini korumaktadir. AAA’l hastalarda hem remisyon, hem de agri

donemlerinde oksidatif stresin arttigina dair literatiirler bulunmaktadir.

Oksidatif stres, oganizmada oksidan maddelerin artmasit ve antioksidan maddelerin
azalmasi ile meydana gelir. Atomun yapisini olusturan elektronlar orbital adi verilen
yoriingelerde ciftler halinde bulunurlar. Fakat serbest radikal veya oksidan denilen
molekiilerde eslesmemis elektron bulunur. Bu molekiiller eksik elektronlarindan dolay1

aktiftirler ve karsilastiklar1 molekiillerle elektron alis verisine girerler (163,164).

AAA’ll hastalarda oksidatif stresin, bir diger kaynagi olarak polimorfo niikleer
lokositler (PMN) gosterilmektedir. AAA’In hastalarda, plevral, peritoneal ve sinoviyal
stvilarda yogun olarak PMN bulunur. Ek olarak, PMN aracili siiperoksit radikalleri ile
klastojenik faktorler arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmektedir (165). AAA’l1
hastalarin polimorfo niikleer lokositlerde oksidatif DNA hasarmin gosterilmesine
yonelik yapilan bir calismada, serbest oksijen radikallerinin DNA iizerine etkilerinin bir
gostergesi olarak 8-hidroksiguanozin, 8-hidroksiadenozin, Fapy Adenin parametreleri
calisiimis ve AAA’I1 hastalarda, bunlarin kontrol gruplarina gére anlamli derecede daha
yiiksek bulundugu gosterilmistir. 8-hidroksiguanozinin yiiksek olmas1t DNA’da G-T baz
doniisiimiine, 8-hidroksiadenozin ise A-G gecis ve A-C doniisiim mutasyonlaria sebep
olabilen ¢ok Onemli bir mutajenik lezyon oldugu sdylenmistir. S6z konusu degisimler
tamir mekanizmasi ile onarilabilmektedir ancak, asir1 iiretilen oksijen radikallerinin bu
tamir mekanizmasinda da olumsuz etkilere sebep olarak kalict mutasyonlarin

olusabilecegi ifade edilmektedir (161).

AAA’nin en ciddi komplikasyonu amiloidoz gelisimidir. Ilging olarak amiloidoz gelisen
olgular ve gelismeyen olgular arasmnda, PMN aracili siiperoksit radikal olusumu
acisindan fark goriilmemistir. Bu bulgulara gore de serbest radikal iiretiminin, ya
amiloid olusumu ya da amiloid depolanmasindan sonra modifikasyonla olustugu ileri

stiriilmektedir (166).
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Proteiniirili ve nonproteiniirili AAA hastalarinda yapilan caligmada hem lokalize hem
de sistemik amiloidoz gelisiminde, serbest oksijen radikallerinin rol oynadigi
bildirilmektedir. S6z konusu calismada GSH-Px aktivitesinde hasta grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azalma goriilirken, MDA seviyeleri ve membran
fosfolipitlerinde artis gozlenmistir. Bu bulgular, AAA’nm patogenezinde amiloid
olusumunda ve AAA’nin bobrek tutulumunda serbest oksijen radikellerinin etkin rol

oynadigim gostermektedir (167).

AAA patogenezinde, MEFV geninde olusan mutasyonlar da suglanmaktadir. MEFV,
pirin/marenostrin isimli proteinin iiretilmesinde etkili olan bir gendir. Bu proteinin,
eksternal patojenlere ve zararli ajanlara karsi, organizmanin korunmasinda immiin
sistem iizerine diizenleyici etkileri vardir. Bu protein eksikliginde, inflamasyonun
baskilanmamasi, serdz zarlara notrofil hareketiyle inflamasyon ve buna bagl klinik

bulgular gelistirir (168).

Tiirk toplumunda en sik karsilasilan 12 mutasyon hibridizasyon yontemiyle taranir.
Yapilan caligmalarda, Tiirk toplumunda yiiksek frekansta E148Q, M680I (G/C),
M694V ve V726A mutasyonlar1 goriilmiistiir (169). Bizim ¢calismamizda en sik goriilen
mutasyonlar, E148Q (%19), M694V ( %19) M6801 (G/C) (%6) ve VT726A (%06)
seklindedir. Bu durum, daha once Tiirk toplumunda yapilan mutasyon tarama sikligi

sonuclart ile paralellik gostermektedir.

E148Q mutasyonu klinikte diger mutasyona oranla daha hafif fenotipik belirtiler
vermektedir. Calismamizda E148Q mutasyon tastyicilik oran1 %19 olarak bulunmustur.
Bu mutasyonu tasiyan kisiler diger mutasyonlari da tasiyici iseler hastalik gelisimi
goriliir. Techernitchko ve ark E148Q’nun polimorfik bir varyant oldugunu ve zararh

olmadigini bildirmislerdir. (170).

M694V mutasyonunu homozigot tasiyan hastalarda, hastaligin klinik seyrinin daha
olumsuz olacagimi belirten ¢aligmalar vardir. Homozigot mutasyon tasiyicilar, tastyici

olmayanlara gore fenotipte daha agir bulgular verir (171).

M694V mutasyonu tasiyan AAA hastalarda kronik bobrek yetmezligi ile sonuglanan
amiloidozise gidis oram1 % 55 olarak bildirilmistir. AAA’da amiloid, bobrek disinda
adrenal bezde, gastrointestinal sistemde, dalakta, karacigerde, tiroid bezlerinde nadiren
de kalpte birikebilmektedir. Kalpte amiloid birikimi sonucunda restriktif
kardiyomyopati, konjestif kalp yetmezligi meydana gelebilir (172). Grimaldi ve ark.
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yapmis oldugu calismada M694V mutasyonunun, koroner arter hastaligi gelismesine
yatkinlig1 artirdigr gozlenmistir (173). Amiloidoz ve koroner arter hastaligi gelisimine
yatkinlig1 artiran M694V mutasyonu tasiyiciik orani calismamizda %19 olarak

bulunmustur.

M694V mutasyonunun da yaygin olmasi amiloidozun ortaya ¢ikisinin olasi agiklamasi
olarak diisiiniilmektedir. Baz1 ¢calismalarda M694V mutasyonu ve amiloidoz arasindaki
pozitif iliski vurgulanirken, bazi caliymalarda ise amiloidoz gelisen hastalarda bu
mutasyonun diginda diger mutasyonlar da rapor edilmektedir. Bu ¢alismalarin birinde
amiloidoz gelisen 2 hasta bilesik heterozigot mutasyonu i¢in homozigot olarak rapor

edilmistir (84).

Calismamizda ikinci siklikta gozlenen M680I (G/C) mutasyonunun yurdumuzdaki
AAA hastalar1 arasindaki allel frekansmnin %14 oldugu belirtilmektedir. M694V

mutasyonu ile benzer etkilere sahip oldugunu rapor eden caligmalar vardir .

V726A mutasyonuna iilkemiz AAA hastalar1 arasmnda %9 siklikla rastlandigi
belirtilmektedir (174). Diisiik etkili bir mutasyon olarak tanimlanmasma karsin
amiloidoz gelisen hastalar da rapor edilmistir. Caligma grubumuzda bu mutasyon %6

oraninda belirlenmistir (175).

Oksidatif stres, inflamatuvar bircok hastaligin patogenezinde rol almaktadir. AAA
kronik inflamatuvar bir hastalik olmasi nedeniyle, bu hastalarda notrofillerin
aktivasyonunu yansitmak {iizere oksidatif stres ile ilgili bazi degisikliklerin olmas1
beklenebilir (167). Bizde bu calismamizda oksidatif stres parametrelerinin hastalik
tizerine etkilerini arastirdik. Bu amagla mutasyona sahip AAA’l1 hastalarda NO, AOPP,
8- OHdG diizeyleri ile GSH-Px ve SOD aktivitelerini olctiik.

AAA hasta grubu ile kontrol grubu serum NO diizeyleri acisindan karsilastirildiginda,
AAA’l hastalarda NO diizeyi, kontrol grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur.
(p<0.05). Yapilan literatiir taramasinda, yetiskin AAA’l6 hastalarda serum nitrik oksit
diizeyi ile ilgili caligmaya rastlanilmadi. Sayal ve ark. AAA’l ¢ocuklarda serum nitrik
oksit diizeyini aragtirmiglar ve bizim sonug¢larimizla uyumlu olarak AAA’l hastalarda,
serum nitrik oksit diizeyini kontrollere gore daha yiiksek bulmuslardir (162). AAA’1

hastalarda artmis olarak buldugumuz serum NO diizeylerinin sebebi ¢ok net degildir.



65

NO inflamatuvar durumlarda, 6nemli bir regiilator/mediator molekiil olarak rol oynar.
AAA patogenezinde immiin regiilasyondaki bozukluga bagli gelismis olabilir. NO,
immiin sistemde kompleks bir role sahiptir. NO, nitrik oksit sentaz tarafindan L-
arjininden sentezlenir. Bir cok hiicrede trombosit, fibroblastlar, noéral hiicreler,
notrofiller, makrofajlardan sentezlenir. Immunolojik ve inflamatuvar stimulus
durumlarinda NO iretimi arttig1 bildirilmektedir. Ayrica artmis NO diizeylerinin

sitotoksik etki gosterdigi de bildirilmektedir (176) .

NO organizmada pek c¢ok sistemle iliskili islevlere sahiptir bunlardan bazilari;
vazodilatasyon, trombosit agregasyonu, endotel fonksiyonudur. Bu nedenle NO’nun
hem diistikliigli hem yiiksekligi patolojik durumlar olusturur. NO’nun kardiyoprotektif
bir ajan olmasina karsin bu etkisi sadece fizyolojik konsantrasyonlarda olmaktadir ve
endotel fonksiyonun diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Dolayisiyla
caligmamizda NO’nun hasta grubunda yiiksek olmasindan kaynaklanan, endotel
disfonksiyonu goriilebilir. Endotel disfonksiyonu aterosklerozun baslangic lezyonu
olarak kabul edilmektedir. NO nun artisi; inflamatuvar hasar sonucunda da olusmus
olabilir (106-107). AAA’da NO c¢alismalar1 az ve smirhh sayida olup, ¢aligmalarin
artirrlmas1 ile hastaligin  patogenezinin anlagilmas1 agisindan Onemli olacagi

kanisindayiz.

Oksidatif stresin tolere edilmesinde, enzimatik olmayan antioksidanlar kadar enzimatik
antioksidanlarin da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. GSH-Px ve SOD enzimatik

antioksidanlar olarak gorev yaparlar.

Organizmada hiicrenin farkli boliimlerinde (hiicre zari, sitoplazma, mikrozom,
mitokondri, endoplazmik retikulum vb.) olusan biyokimyasal reaksiyonlar farkli
derecede radikal meydana getirmekte, sonucta siirekli olarak serbest oksijen radikalleri
olugmaktadir (177). Organizmada serbest oksijen radikallerine kars1 gii¢lii bir savunma

sistemi bulunmaktadir.

Serbest radikal tutucular1 ve baz1 enzim sistemlerinden olusan bu savunma mekanizmasi

sayesinde serbest radikallerin zararl etkileri ortadan kaldirilir (178).

Biz calismamizda AAA’l1 hastalarda antioksidan sistemi degerlendirmek amaciyla SOD
ve GSH- Px aktivitelerini Olgtiik. Calismamizda plazma SOD aktivitesini hasta
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulurken, AAA hasta grubu ile kontrol grubu
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GSH-Px enzim diizeyleri incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir.

SOD, siiperoksit molekiiliiniin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene tepkimesini
katalizler. GSH-Px ise oksidan hidrojen peroksiti notralize eder. GSH-Px ve SOD

oksidatif strese karsi en etkili antioksidanlardir (178).

Plazma SOD aktivitesinin, hasta grubunda daha yiiksek diizeyde bulunmasi, ilk
savunma sisteminde yer alan antioksidan olan SOD’un, AAA etkisi ile olusan
radikallerle savasmak icin sentezinin arttigin1 gosterebilir. Plazma SOD kompensatuvar

mekanizma olarak asir1 artmis olabilir.

Superoksit radikali gibi ROS iiriinleri ve NO, membran lipoproteinlerine ve PUFA’lara
kars1 gosterdikleri etkiler sonucunda hiicresel hasara yol agmaktadirlar. Antioksidan
sistemler bu hasarin engellenmesinde dnemli rol oynamaktadirlar. Bizim ¢caligmamizda,
buldugumuz yiiksek SOD aktivitesi, artmis siiperoksit radikalinin yol acacagi hasari

engellemek amaciyla olabilir.

GSH-Px’te enzimatik antioksidan olarak hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml
fark olmamasi, AAA etkisiyle olusan serbest radikallerin ortamdan temizlenmesinde

SOD enziminin daha etkin oldugunu isaret edebilir.

Literatiirlere baktigimizda, bizim sonuclarimiza uyumlu olarak, Sayal ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 calijmada AAA’da GSH-Px diizeylerinin saglikli kontrollere gore
degismedigi bulunmustur (162). Bunun sebebi olarak, GSH-Px’ in aktivite gdstermesi
icin gerekli olan tiyol gruplarinin tiikkenmesi olabilecegi ileri siirtilmiistiir. Bu konu ile
ilgili mekanizmalarin netlesmesi icin daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir. Giirbiiz ve
ark.lar1 plazma GSH-Px aktivitesini hasta grubunda kontrole gore daha diisiikk, SOD

aktivitesini ise hasta ve kontrol grubunda farksiz bulmuslardir (179).

Protein oksidasyon iirlinleri arasinda, protein karbonil bilesikleri, 3-nitrotirozin
klorotirozin gibi yan zincir oksidasyon iiriinleri; ditirozin ve protein ileri oksidasyon
triinleri gibi ¢apraz baglanma iriinleri sayilabilir. AOPP, ditirozin igeren ¢apraz baglh
protein iirlinleri olarak tanmimlanmaktadir (180). AAA hastalarinda protein
oksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in protein oksidani olan AOPP diizeyi de arastirilan
bagka bir oksidatif stres parametresidir. AAA’nin serbest radikal olusumu ile artirdigi

oksidatif stresin proteinlerdeki gostergesi olan AOPP, hasta grubunda kontrol grubu ile
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kiyaslandiginda daha yiiksektir. Bu durum diger stres parametrelerindeki yiikselmelere
benzerdir. Literatiirde AAA hastalarinda protein oksidasyonu ile ilgili olarak yapilan
caligma yoktur. Protein oksidasyon iiriinleri arasinda yer alan protein ileri oksidasyon
riinlerinin plazma konsantrasyonu, oksidasyona ugramis proteinlerin (6zellikle

alblimin) oksidatif hasari i¢in etkin bir belirtectir (181).

DNA hasari, hiicrenin yasami1 boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon, kanser,
yaslanma ve sonugta hiicre 6liimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak degisimlere

maruz kalir (182).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da yirmiden fazla oksidatif baz hasar iiriiniiniin olugsmasma
yol acar (183). Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-

OHJdG) oldukc¢a duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasar belirtecidir (184).

Guanin, DNA bilesenleri icerisinde en diisiikk iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve
oksidasyona en yatkin olan bazdir (129). Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 20°den fazla oksidatif baz
hasar iiriiniinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu
olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir gostergesidir. ROS’un DNA’da yaptig1 bu
baz hasar iirtinlerinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi bilinen 8-OHdG’dir. Bu
iriin, normal oksidatif metabolizma sirasinda iretilen endojen ROS veya ekzojen
kaynakli ROS tarafindan DNA’da sekillenen bir mutajendir. OH radikali, guaninin 4, 5
ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlar ile reaksiyona girer ve DNA iiriin radikallerini
olusturur. OH- radikalinin C-8’e katilmasi ile olusan katilma iiriinii radikali (C8-OH) bir
elektron ve proton kaybederek 8-OHGua’e okside olur (184). DNA replikasyonu
sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden olarak mutasyona egilimi artirir. Bu
nedenle 8-OHdG o6l¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul
edilmekte ve oksidatif DNA hasarmi belirlemede en sik kullamilan 6l¢iim olarak

karsilagilmaktadir (185).

Lim ve arkadaslar1 oksidatif stresin artmasma neden olabilecek durumlarin DNA

molekiilleri tizerinde erken oksidatif hasar meydana getirdigini rapor etmislerdir (186).
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AAA hasta grubu ile kontrol grubu 8-OHdG diizeyi bakimindan karsilastirildiginda
aralarinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durumda hastalarda olusan radikaller
yiikksek SOD seviyesi ile tolere ediliyor olabildiginden, oksidatif hasarin DNA’y1
etkileyecek boyutta olmadigi diisiiniilebilir. Yapilan literatiir taramasinda AAA’ li

hastalarda bu konuda yapilmig ¢calismaya rastlanilmamistir.

AAA’da oksidatif stres lizerine yapilan ¢alismalarin sinirli sayida olmasi nedeniyle,
yaptigimiz calismanin literatiire Onemli katkilar saglayacagi kamsindayiz. AAA
hastalarinda oksidatif stres parametreleri konusunda yeterli ¢calisma bulunmamaktadir.
Stiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen

radikalleri DNA, protein, lipitlerde ciddi hasarlara neden olur.

Serbest oksijen radikalleri yasam siirelerinin ¢ok kisa olmasina ve miktarca diisiik
konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen cok aktif yapili zararl bilesiklerdir. Tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesme 6zelligine sahiptirler. Proteinler, lipidler, karbonhidratlar,
niikleik asitler ile reaksiyona girerek bu yapilarda fonksiyonel ve yapisal degisikliklere
yol acarlar. Bu degisiklikler, oksidasyon, protein sarmalinda kesilme, kromozom
kirilmalari, mutasyonlar, malign degisiklikler, hatta hiicre 6liimiine sebep olmaktadir

(187).

Biz calisjmamizda protein oksidasyon iirlinii olan AOPP diizeyini kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda istatistiksek olarak yiiksek bulurken, 8 OHdG’yi farksiz bulduk. Bu
veriler 1518inda AAA!li hastalarda, protein oksidasyonunun oldugunu ancak DNA
oksidasyonunun olmadigim diisiindiik. Protein oksidasyon iiriinleri de oksidatif stresin
onemli gostergelerinden biridir. AOPP ve SOD arasinda pozitif korelasyon tespit ettik.
Bu sonu¢ olduk¢a onemlidir; antioksidan savunma olarak artmis SOD aktivitesi,
oksidatif stres etkisi ile olusan yiiksek AOPP seviyesinin tolere edilmesine yonelik bir

olabilir.

Oksidatif stresin direkt invivo Ol¢limii olduk¢a karmasiktir. Bunun yerine pratik ve
Olciimii kolay yoOntemler gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu da oksidatif modifiye
tiriinlerin ikincil iiriinlerinin tespitiyle yapilmaya ¢alisilmaktadir. AOPP oksidatif stres
stiresince iiretilir. Aktive notrofillerdeki myeloperoksidaz tarafindan hipoklordz asit ve
kloraminlerin etkilesimi yoluyla iiretimi gerceklesir. Ditrozin iceren c¢apraz baglh
proteinler olarak tanimlanir ve proteinlerin oksidatif modifikasyonunu Ol¢mek icin

giivenli bir belirte¢ olarak tanimlanabilir (188).
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Notrofiller ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi i¢in hem oksijen bagimli, hem de
oksijenden bagimsiz mekanizmalar icerirler. Oksijen bagimli mekanizmalar
myeloperoksidaz sistemini ve oksijen tiirevi serbest radikallerin tiretimini saglayan bir
baska sistemi igerirler. Fagositoz olduktan sonra, 16kosit hiicre membraninda yerlesmis
olan NADPH oksidaz sistemi, cevre dokulardaki molekiiler oksijeni siiperoksite
doniigtiiriir. Siiperoksit olusumuna eslik eden molekiiler oksijenin hizli tiiketimi
‘Respiratuar patlama’ olarak adlandirilir. Sonra siiperoksit, SOD ile H»O’e

doniistiiriiliir (189).

Sonug¢ olarak bu calismada; oksidatif stres parametrelerinden NO, GSH-Px, SOD,
AOPP, 8-OHdG caligilmis olup, AAA hastalarinda NO diizeyi, SOD aktivitesi ve
AOPP diizeyi yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ bize oksidan diizeyindeki artisa bagh
olarak oksidatif stres artisim1 aciklayabilir. Antioksidan enzimlerden SOD
aktivitesindeki artig, oksidatif strese bagh olarak gelisir. Bu hipotezimiz ayni zamanda
yiikksek AOPP diizeyi ve SOD aktivitesindeki pozitif korelasyon varligi ile kendini
dogrulamaktadir. Oksidatif stres etkisi olusan yiiksek AOPP diizeyi, antioksidan olarak
artan SOD aktivitesi ile tolere edilebilir. AAA hastalarinda ¢aligmalarin artirilmasi ile

bu konuda daha genis bilgiler elde edilebilecektir.

Oksidatif stres pek cok hastaligin etiyopatolojisinde rol oynamasi bakimindan 6nemli
bir konudur. AAA’de bu konuda ¢aligmalarin ¢ogaltilmasi ile hastaligin patogenezisinin

anlagilmasi ve tedaviye yonelik ¢caligmalarm hizlanmasi saglanabilecektir.

Antioksidan tedavi de oksidatif stresi azaltmaktadir. Bu yiizden antioksidan tedavi pek
cok hastalik icin potansiyel tedavi yontemidir. Oksidatif stresin AAA’nimn patogenezi ve
komplikasyonlarmin olusumunda oynadigi rol goéz Oniine alinirsa, tedavi igin farkh

yaklasimlar gelistirilebilir.
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