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OZET

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA; Familial Mediterrancan Fever = FMF), serozal ve
sinoviyal membranlarin tekrarlayan atesli inflamatuvar ataklar1 ile karakterize otozomal
resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Hastaligin akut fazinda serozal bolgelere yogun nétrofil
gocli olmaktadir. Ayrica inflamatuvar stimuluslara uzamis ve uygunsuz yanit vardir. Stirekli
aktif kalan nétrofillerin “oksidatif patlama” ile hiicre makromolekiillerinde oksidatif hasara
yol agabilecegi bilinmektedir. Bu calismanin amaci AAA hastalarinda atak doneminde
inflamatuvar yolaklarda 6nemli oldugu diisiiniilen oksidatif stres ve antioksidan kapasite

diizeyini incelemektir.

Caligma grubunu erigkin 15 hasta ve 17 saglikli goniillii yetiskin olusturdu. Venoz kan
tiim hastalardan iki kez toplandi. Lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA baz hasar1
ve antioksidan bilesikler hasta ve kontrol gruplarinda incelendi. Plazma malondialdehit
(MDA) atak donemi diizeyleri kontrol grubu ile ve ayni hasta grubunun ataksiz dénemi ile
karsilagtirildiginda 6nemli derecede yiiksek bulundu (sirastyla p=0,000 ve p=0,005). Oksidatif
hasarin tipik bir {riini olan DNA’daki 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
(FapyQG) seviyesi, atakli ve ataksiz donemdeki hasta grubunda, kontrol grubuna goére 6nemli
derecede yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,000; p=0,002). Oksidatif hasarin diger bir {iriinii olan
8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) seviyesi ise atak donemindeki hastalarda kontrollerden daha
yiiksekti (p=0,01). Plazma nitrotirozin ve nitrik oksit (NO) konsantrasyonlar1 kontrol
grubunda hastalardan 6nemli derecede yiiksekti (sirasiyla p=0,000 ve p=0,002). Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH ve GSSG) seviyeleri tiim gruplarda benzerdi.

Sonuglarimiz  oksidatif stresten kaynaklanan hiicresel makromolekiil hasarinin

aydinlatilmasinin FMF patogenezini anlamaya yardimc1 olabilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, atak dénemindeki AAA hastalarinin polimorfoniikleer (PMN) l6kosit
DNA’larindaki oksidatif hasarin bazi iirlinlerinin birikimini ilk kez gosterdik. Bu ¢alisma
notrofillerin siirekli aktivasyonunun DNA hasarinin birikimine ve serbest radikallerin asir
iiretimi nedeniyle lipit peroksidasyon iiriinlerine yol agabilecegini ileri stirmektedir. FMF
hastalarmin PMN 16kosit genomik DNA’larinda oksidasyonun olusturdugu hasarin

onarilamamasi, MEFV genindeki mutasyonlar nedeni ile olabilir.

Anahtar kelimeler: Ailesel Akdeniz Atesi, Oksidatif stres, DNA hasart.



ABSTRACT

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive genetic disorder
characterized by recurrent febrile inflammatory episodes of the serous and synovial
membranes. There is a massive influx of neutrophils into the serosal sites during the acute
phase of the disease. There is also an inappropriate and prolonged response to inflammatory
stimuli. It is known that “oxidative burst” caused by persistently activated neutrophils may
create oxidative damage in cellular macromolecules. The aim of this study is to investigate the
level of oxidative stress and antioxidant capacity which are thought to be important in the
inflammatory pathway during attack period in FMF patients.

The study group is composed of 15 patients and 17 healthy volunteer adults. Venous
blood were collected two times from all the patients. Lipid peroxidation, protein oxidation,
DNA base damage and antioxidant compounds were investigated in patient and control
groups. Significantly increased plasma levels of malondialdehyde (MDA) was observed in the
patient group with attack period compared to control group and to the attack-free period of
same patient group (p=0,000 and p=0,005, respectively). The level of 2,6-diamino-5-
formamidopyrimidine (FapyG) in DNA, which is the typical product of oxidative damage to
DNA bases, was found to be significantly greater in the patient group with attack and attack-
free periods than in the control group (p=0,000 and p=0,002, respectively). The level of 8-
hydroxydeoxyguanin (8-OH-dG) as another product of oxidative damage to DNA bases was
higher in patients with attack than controls (p=0,01). The concentrations of plasma
nitrotyrosine and nitric oxide (NO) were significantly elevated in control group than patients
(p=0,000 and p=0,002,respectively). Superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH,
GSSG) levels were similar in all groups.

Our results suggest that the elucidation of the damage to cellular macromolecules
resulting from oxidative stress may help understand the pathogenesis of FMF.

In conclusion, we showed, for the first time, the accumulation of some products of
oxidative damage to DNA in polimorphonuclear leucocytes of FMF patients in attack period.
This work suggests that the persistent activation of neutrophils may be the cause of
accumulation of DNA damage and lipid peroxidation products due to excess production of
free radicals. These cells in FMF patients may also be defective in repair of oxidatively
induced lesions in their geneomic DNA because of mutations in MEFV gene.

Keywords: Familial Mediterranean Fever, Oxidative stress, DNA damage.



1. GIiRIiS VE AMAC

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA; Familial Mediterrancan Fever = FMF), serozal ve
sinoviyal membranlarin tekrar eden atesli inflamatuvar ataklar ile kendini gosteren otozomal
resesif gecisli genetik bir hastaliktir. AAA belirgin bir etnik dagilim gostermektedir. Ozellikle
Akdeniz havzasinda yasayan etnik gruplardan Seferad ve Askenazi olmayan Yahudiler,
Ermeniler, Tirkler, Araplar ve Dirzilerde goriilmektedir. Seyrek olarak diinyanin her
kosesinden olgular rapor edilmistir (1, 2). Hastaligin prevelans1 1:200’e kadar ¢ikmakla
birlikte Askenazi olmayan Yahudilerde 1:256 ile 1:500, Tiirk popiilasyonunda ise 1:1073
olarak belirlenmistir (3). Tastyicilik oran1 lilkemizde 1/5 dir (4, 5).

FMF’e yol agan gen 16. kromozomun kisa kolu (16p13.3) {izerinde bulunmaktadir.
Bu genin {iriinii olan proteine pirin/marenostrin adi verilir (1, 6-8). Pirin proteini baslica
nétrofiller, eozinofiller, monositler, fibroblastlar ve dentritik hiicrelerde tanimlanmaktadir (9).
Hiicre iskeletinde aktin ve mikrotiibiiller ile beraber yer alir (9, 10). Pirin proteinin
proinflamatuar bir genin represorii veya anti-inflamatuar bir proteinin trankripsyonel up-
regiilatorii olarak rol oynadigi ileri siiriilmektedir (3). Defektif pirin proteini, 16kositlerin
serozal bdlgelere gdciinii artirmasina ve inflamatvuar stimuluslara kars1 uzamis ve uygunsuz
yanit olugsmasina yol agarak inflamatuvar olaylara katilmaktadir (11). FMF hastalarinda atak
ve ataksiz donemde kronik subinflamasyon varligi hastalarda oksidatif stres sonucu
olusabilecek hasarin boyutu hakkinda soru isaretleri uyandirmaktadir (12). Bugiine kadar
FMF hastalarinda olusan oksidatif hasar1 hiicre makromolekiilleri diizeyinde arastiran
caligmalarin sayist oldukga azdir ve genelde hastalarin ataksiz donemini ilgilendirmektedir.

Bu calismada goriilme sikliginin yiiksekligi nedeniyle tilkemiz i¢in 6nemli bir hastalik
olan ve atak donemindeki oksidatif hasar boyutunun bilinmedigi AAA hastaligin1 hiicresel

makromolekiil hasar1 ve antioksidan kapasite diizeyinde incelemek amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KALITSAL TEKRARLAYAN ATES SENDROMLARI

Tip literatiiriinde periyodik hastalik teriminin kullanilmasi yaklasik 200 yil dnceye,
1802 yilinda Heberden’in ‘periyodik olarak karin agrisi ile beraber ara sira gogiis ve
ekstremitelerde ortaya cikan agr ile karakterize hastalik’ tanimlamasina kadar uzanir (13).
Kalitsal tekrarlayan ates sendromlar ( periyodik ates sendromlar1 ) ad1 altinda en az sekiz adet
major sendrom tanimlanmaktadir. Bu sendromlar hayat boyu siiren, 6nceden belirlenemeyen
araliklarla tekrarlanan atesli donemler ve sistemik inflamasyon bulgularn ile seyreden kalitsal
bir grup hastaliktir (14). Bu sendromu olusturan hastalar goriiniir bir neden olmaksizin
baslayan ve tipik olarak ates epizoduna eslik eden karin agrisi, gogiis agrisi, eklem agrisi ya
da deri dokiintiisii ile karsimiza cikabilmektedir. Ataklar genelde 24 -72 saat slirmekte,
kendiliginden sonlanmakta ve ataklar arasi donem asemptomatik seyretmektedir. Hastalarin
cogunda ataklari tetikleyen eden bir neden tanimlanamazken; mens, agir egzersiz, yorgunluk,

soguk ve ruhsal nedenlerle ataklarin baslayabildigi gézlenmektedir (15, 16).

Tablo 1. KALITSAL TEKRARLAYAN ATES SENDROMLARI

Sendrom Kisaltma | Kalitsal patern Gen Protein
Kriyopirin iliskili periyodik sendrom

(Cryopyrin-associated periodic syndrome) CAPS Otozomal dominant | CIAS1 Kriyopirin
Ailesel soguk otoinflamatuar sendrom FCAS

(Familial cold autoinflammatory syndrome)

Muckle-Wells sendromu MWS

Yenidogan  baslangigch multisistemik | NOMID/

1nﬂamatuar ‘ hastahk (Neqnatal onset CINCA

multisystemic inflammatory disease)

Ailesel AKkdeniz atesi (Familial | FMF Otozomal resesif MEFV Pirin (Marenosterin)
Mediterranean fever)

Piyojenik artrit, piyoderma gangrenosum, | PAPA Otozomal dominant | PSTPIP1 PSTPIP1

akne sendromu (Syndrome of pyogenic

arthritis, pyoderma gangrenosum, acne

Blau sendromu BS Otozomal dominant | NOD2 NOD2

TNF reseptor iliskili periyodik sendrom TRAPS Otozomal dominant | TNFRSF1A | TNF reseptor tipl
(TNF receptor-associated periodic

syndrome)

Hiper Ig-D sendromu HIDS Otozomal resesif MVK Mevalonat kinaz




Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) (=Familial Mediterrancan Fever-FMF) kalitsal
tekrarlayan ates sendromlar arasinda en sik goriilenidir (3). Dagilimi etnik ve bolgesel 6zellik
gostermektedir. Bununla beraber, hastaligin klinik bulgular ve genetik kdkenlerini goz oniine
alarak, daha nadir goriilen tekrarlayan ates sendromlar1 ile AAA arasinda ayirici tani

yapilmalidir.

Bu sendromlar arasinda AAA’ dan sonra ikinci siklikta tiimor nekroz faktor ( TNF )
reseptorii ile iliskili periyodik ates sendromu ( TRAPS) gelmektedir. Ailesel Irlandali atesi
olarak ta bilinen TRAPS Irlandali ve Iskoglarda goriilen otozomal dominant kalitilan bir
sendromdur. TNF reseptoriinii kodlayan gende (12p) mutasyon vardir. Ataklar bir haftadan
uzun siirer, ciddi migratuvar miyalji, migratuar erizipel benzeri eritem, konjonktivit ve peri

orbital 6dem gozlenir (3, 17).

Hiper IgD sendromu ( HIDS ); ilk olarak 1984 yilinda alti Hollanda’li hastada
tamimlanmistir. Otozomal resesif gecisli, erken baglangich ( genellikle hayatin ilk yilinda ),
her dort-sekiz haftada bir tekrarlayan ve {i¢-yedi giinde sonlanan ataklarla karakterize bir
sendromdur. Bu hastaliga 1999 yilinda 12. kromozomun uzun kolundaki mevalonat kinaz

enzimini kodlayan gendeki mutasyonun yol agtig1 bulunmustur (18).

Kriyopirin iligkili periyodik sendrom (CAPS) ayn1 gendeki mutasyon sonucu olusan;
Ailesel soguk otoinflamatuar sendrom (FCAS), Muckle-Wells sendromu (MWS) ve
Yenidogan baslangichi multisistemik inflamatuar hastaligi (NOMID/CINCA) adlar1 altinda
farkli tanimlanmig ii¢ sendromu kapsamaktadir. Her {i¢iinde de periyodik ates, inflamasyon,
tekrarlayan tiirtiker benzeri deri dokiintiisii ve otozomal dominant patern goziikkmesine ragmen,
FCAS sogukta semptomlarin artmasi, MWS noérosensorial isitme kaybi, NOMID kronik
aseptik menenjit, norolojik semptomlar ve eklemlere ait bulgularin goziikmesi ile
birbirlerinden ve digerlerinden ayrilir (13).

Bu caligmada, ailesel Akdeniz atesi hastaliginin secilmesinin en 6nemli nedeni

diinyadaki 150.000 civarindaki FMF hastasinin yarisinin iilkemizde bulunuyor olmasidir.



2.2. AILESEL AKDENIZ ATESI (AAA)
AAA, ates ile birlikte goriilen serozal zarlarin tekrarlayici inflamasyonu (peritonit,
sinovit ve plorit) ile karakterize otozomal resesif gec¢is gdsteren, kalitimsal bir otoinflamatuar

hastaliktir.

2.2.1. Ailesel Akdeniz Atesi Tarihcesi ve Dagilim

[k kez 1908°de Janeway ve Mosenthal tarafindan bildirilen ve 16kositoz, karm agrist
ve tekrarlayan atesi olan bir olgu ile literatiire giren hastalik, 1945°de Siegal tarafindan ‘Selim
Paroksismal Peritonit’ adiyla tanimlanmistir. Siegal’in yaymindan bir yil sonra Dr. Abrevaya
Marmarali s6z konusu yaziya atif yaparak ‘Garip Bir Karin Sendromu’ bashgi ile Istanbul’da
izledigi AAA hastasin1 Tip Cemiyeti Mecmuasinda yayinlamistir (19). Bu klinik tablo pek
cok sekilde adlandirilsa da giiniimiizde yaygin olarak AAA olarak tanimlanmaktadir (1).

Hastaligin goriilme siklig1 her iki cinsiyette hemen hemen aymidir. Ozellikle Akdeniz
havzasinda yasayan etnik gruplardan Non-Askenazi Yahudiler, Ermeniler, Tiirkler, Araplar ve
Diirzilerde goriilmektedir (1, 2). Ondort Akdeniz popiilasyonu iizerinde yapilan bir calismada
Araplarda, Ermenilerde, Yahudilerde ve Tiirklerde pik degerler goriilmesi ile birlikte
Tiirklerde ortalama tasiyicilik orani 1/5 olarak belirlenmistir (4, 5).

Hastalarin yaklasik % 90’1 ilk atak deneyimlerini yirmi yasindan dnce gegirmektedir.
Hastaligin 40 yasindan sonra baslamasi nadirdir. Baglangi¢ yas1 ne kadar erken ise hastalik o
derecede siddetli olur (1, 6).

AAA’ya yol agan gen ilk kez 1997 yilinda iki ayr1 grup tarafindan klonlanmistir.
Uluslararas1 FMF Konsorsiyum’u ve Fransiz FMF Konsorsiyum’u 16. kromozomun kisa kolu
16p13.3°de bir proteini kodlayan genin AAA hastalig1 ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.
AAA gelisiminden sorumlu tutulan bu gen MEditerranean FeVer (MEFV) geni olarak
adlandirilmakta ve {drliini olan proteine Uluslararast Konsorsiyum, ates (pyrexia)
patogenezindeki rolii nedeniyle ‘pyrin’, Fransiz Konsorsiyum’u ise ‘marenostrin’ (Mare
Nostrum, Akdeniz igin “Bizim Deniz”) adin1 vermektedir (1, 6-8).

AAA hastaliginin 1945 yilindan sonraki seyri {i¢ doneme ayrilir (20).

1. 1945-1972: Hastaligin tanimlanmasindan kolsisinin tedavide etkinliginin

kanitlanmasina kadar gecen donem.

2. 1972-1997: Kolsisinden hastalik geninin tanimlanmasina kadar gegen dénem.

3. 1997’den giiniimiize: Hastalik geninin bulunmasini izleyen déonem.



2.2.2. Ailesel Akdeniz Atesi’nde Klinik Bulgular
AAA hastalarinda goriilen klinik bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir.
o Ates
e Karin agrist
e Plevral ve perikardiyal semptomlar
e Dermatolojik semptomlar
e Eklem bulgular1
e Kas semptomlari
e Vaskiilit

e Amiloidoz

Ates, hemen hemen her hastada goriilen (%92,5-100) en tipik bulgulardan biridir.
Atakla birlikte ates 38,5-40 °C’ye kadar ytikselebilir ve 12-72 saat kadar devam eder. Bazi
hastalarda sub-febril ates saptanabilecegi gibi az sayida olguda ataklar sirasinda ates
goriilmemektedir. Bu durum hastalarin tanisinin konmasini zorlastirmaktadir (1, 3).

Karmn agrisi, hastalarda sik goriilen ( % 82-96) en yaygin semptomlardandir. Klinik ve
patolojik bulgular, generalize akut peritonit tanisi ile karigabilir. Ataklar bir-li¢ giin siirer ve
kendiliginden gerileyerek iyilesir (6). Akut batina benzeyen klinik goriintii, laparatomi veya
apendektomiye sebep olabilir. Tunca ve ark (1). yaptiklar bir ¢alismada, pozitif apendektomi
hikayesi, AAA hastalarinda % 19 ile en sik gdzlenen operasyon olarak saptanmigtir.

Plevral ve perikardival semptomlar, AAA hastalarmin % 31-87’sinde
goriilebilmektedir (1). Tek tarafli plorit nedeni ile olusan gogiis agrisinin akut febril ataklari,
yalniz basina veya karin ve eklem ataklari ile birlikte goriilebilir. Perikardit AAA hastalarinin
% 2,4’linde gelisir (6).

Dermatolojik semptomlar, hastalarn % 3-46’sinda, siklikla diz ve ayak bilegi
arasindaki deri bolgesinde lokalize, bazen de ayak sirt1 iizerinde, erizipel benzeri kizariklik
gozlenir. AAA icin oldukga tipik olan bu lezyona cogunlukla ates, ve artrit eslik eder.
Semptomlar siklikla 24-48 saat siirer (6).

Eklem atagi, hastalarin %37-77’sinde genellikle alt ekstremitelerin biiyiik eklemlerini
etkileyen monoartrit olarak goriilmektedir. 39-40 °C ates ile birlikte ani baglar ve tekrarlayan

akut ataklarda tek eklemde kizariklik, sislik, 1s1 artis1 ve hassasiyet ile kendini gosterir. Artritli



AAA hastalart; daha geng baslangi¢ yasina, daha fazla erizipel benzeri eriteme ve daha fazla

miyaljiye sahiptir (6).

Tablo 2. Etnik gruplar aras1 klinik 6zelliklerin goriilme yiizdelerinin karsilastiriimasi (1)

Tiirkler Yahudiler ~ Araplar  Ermeniler

Hasta sayis1 2838 470 192 100
Ates 92,5 100 100 100
Peritonit 93,7 95 82 96
Plorit 31,2 40 43 87
Artrit 47,4 77 37 37
Erizipel benzeri eritem 20,9 46 3 8

Kas semptomlar:, hastalarin yaklasik % 20’sinde goriilmektedir. Egzersiz sonucu
uyluk ve baldirt etkileyen miyalji AAA’nin yaygin olarak goriilen bir 6zelligidir. Uzamis
febril miyalji, genellikle alt ekstremitelerde ve bilateral olarak kas agris1 ve hassasiyeti ile
kendini gosterir (6).

Vaskiilit tiirlerinden, Henoch Schonlein purpurasi (HSP) ve Poliarteritis nodosa (PAN)
AAA hastalarinda daha sik goriillmektedir (1, 6).

Amiloidoz, AAA’nin en Onemli komplikasyonudur. Bobrekleri etkileyerek kronik
bobrek yetmezligine sebep olabilir. Amiloidoz, sekonder amiloid tipi olan amiloid A (AA)
tipindedir. Amiloidoz prevelansi, g¢esitli etnik gruplar arasinda farklilik gosterir. Goriilme
siklig1 % 7-80 arasinda degismektedir. Tunca ve ark. (1) yaptiklar1 bir calismada Tiirkiye’de
amiloidoz prevelansi % 12,9 olarak bulunmustur. Geg baslangicli AAA hastalarinin amiloidoz
icin diisiik riske sahip olduklarinin bilinmesine ragmen, 40 yasindan sonra hastalik baglangic1
olan Tiirk hastalar da bu riski tagimaktadir. Bunun sebebi, kolsisin tedavisine ge¢ baglanmasi
ve yetersiz dozda uygulanmasi olabilir. AAA’nin klinik 6zelliklerini gostermeksizin amiloid
A tipi amiloidoz gelisen, Ailesel Akdeniz Atesi aile hikayesi pozitif olan durum fenotip II
seklinde isimlendirilir. Fenotip II prevelansi oldukga diistiktiir ( yaklasik % 0,3) (1, 3, 6).

1992 yilinda hastaliktan sorumlu genin varlig1 gosterilene kadar hastaligin molekiiler
ve biyokimyasal kokeni ile ilgili bircok hipotez ©ne siiriilmiistiir. Infeksiydz ajanlar,
psikosomatik hastalik, dogumsal metabolik hastalik, lipid metabolizma bozuklugu, C5a

inhibitor eksikligi, lipokortin yetersizligi, katekolamin metabolizma bozuklugu gibi bircok



neden ile hastalik agiklanmaya calisilmistir (21). Ancak hala hastaligin etiyopatolojisine

yonelik aydilhiga kavusmamis pek cok nokta vardir.

2.2.3. MEFV Geni

MEFV geni 14600 baz cifti uzunlugunda olup, 781 aminoasit iceren pirin proteinini
kodlar. Pirin proteini baslica notrofiller, eozinofiller, monositler, deriden tiirev alan
fibroblastlar, dentritik hiicrelerde snovium ve peritoneumda eksprese olmaktadir (9). Hiicre
iskeletinde aktin ve mikrotiibiiller ile beraber yer alir (9, 10). N terminal ucundan C terminal
ucuna dogru sirasiyla PYD, B-Box, coiled-coil (CC) ve B30.2 olarak adlandirilan dort
bolgeden olusmaktadir (Sekil 1) (9).

MEFV geni

16p13

pirin

Sekil 1. Pirin proteini (9)

Pirin proteininin proinflamatuar bir genin represorii veya anti-inflamatuar bir proteinin
trankripsyonel up-regiilatorii olarak rol oynadigi ileri siiriilmektedir (3). Defektif pirin
proteini, l6kositlerin serozal bolgelere gogiinii artirarak ve inflamatuar stimuluslara uzamis ve
uygunsuz yanit vererek inflamatuar olaylara katilmaktadir (11). Pirin proteininin
mikrotiibiiller ve aktin ile olan ko-lokalizasyonu gosterilerek, proteinin inflamatuar yanitt
lokositlerin sitoiskelet organizasyonu diizeyinde regiile ettigi one siriilmektedir (10).
Apoptozun pirin tarafindan hem indiiklendigini hem de inhibe edildigini savunan g¢aligsmalar

bulunmaktadir (9, 22-25).

2.2.4. MEFV Geni Mutasyonlari
Bugiine kadar AAA ile iliskili 184 kadar mutasyon tanimlanmistir. Mutasyonlarin ikisi

insersiyon, ikisi duplikasyon, ikisi delesyon, digerleri substitiisyondur



(http://fmf.igh.cnrs.fi/ISSAID/infevers/). En sik goriilen bes mutasyon sirasiyla M694V,
M6801, M6941, E148Q ve V726A’dir (6). Mutasyonlarin ¢ogu exon 10’da daha azi exon 2°de
kiimelenmektedir (Sekil 2). Tunca ve ark (1). yaptiklar1 bir ¢alismada M694V, M680I ve
V726A mutasyonlarinin  Tiirkiye’de en sik gorillen {ic mutasyon oldugunu rapor

etmektedirler. Bu li¢ mutasyon hastalarin yaklasik % 75’inde saptanmustir.
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Sekil 2. MEFV Geni ve Mutasyonlar1 (http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/)

2.2.5. Pirin Proteininin Etki Mekanizmalar

Proinflamatuar bir sitokin olan IL-1p iiretimi i¢in 6ncelikle pro-kaspaz 1’den kaspaz 1
olugsmas1 gerekir. Bunun i¢in pro-kaspaz 1 ve ASC (caspase recruitment domaini (CARD)
iceren apoptosis-associated speck-like protein) proteini CARD bdliimleri aracilign ile
etkileserek katalitik alt birimlerini (p10 ve p20) ayirarak kaspaz 1’i olusturmaktadir. Pirin
proteininin N terminal ucunda bulunan PYD boélgesi ASC proteini ile iliskiye girerek kaspaz-

1 olusumunu bloke etmekte bu sekilde IL-1p iiretimi baskilamaktadir (Sekil 3) (9, 22, 26, 27).
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Sekil 3: Pirin ve ASC proteini etkilesimi (22)

Mutasyonlarin ¢ogu B30.2°de yer almaktadir; pirin proteinin bu bdliimii kaspaz-1’in
(IL-1 dontistiiriicii enzim) katalitik alt birimleri olan p-10 ve p-20 ile direkt etkilesime girerek

kaspaz-1’in etkisini engellemekte ve IL-1B olusumunu azaltarak etki gostermektedir (Sekil 4)

(9, 28).

prolL-1p ;
IL-p ?

Kaspaz-1

Sekil 4: Pirin ve kaspaz-1 etkilesimi (9)

Pirin’ in NF-xB transkripsiyon faktoriinii hem aktive hem de inhibe ederek

regiilasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir (24, 25, 29-31). Defektif pirin proteini tiim bu

etkilesimlere girerek ¢ok giiclii inflamatuar siiregler olusturmaktadir.
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2.2.6. Sagkalim Avantaji

Otozomal resesif gecisli bir mutasyonun binlerce yil i¢cinde yok olmamasinda baslica
iki etken vardir. Tlki, kapali toplumlardaki yakin kan bag: evlilikleri (founder effect) digeri ise
mutasyonun hasta ve heterozigotlara bir sag kalim avantaji saglamasidir (klasik 6rnegi orak
hiicreli anemi mutasyonuyla malaryaya kars1 kazanilan bagisikliktir). FMF geninin varligini
siirdlirebilmesinde kapal1 toplumlardaki yakin akraba evliliklerinin rolii oldugu diisiiniilebilir,
ancak Dogu Akdeniz tarih boyunca kesinlikle kapali bir havza olmamistir. Ustelik degisik
toplumlarda saptanan ve esitsiz dagilim gosteren birden ¢ok mutasyonu “founder effect” ile
aciklamak zordur. Sag kalim avantaji goriisiine destek olarak FMF hastalarinin genellikle
solunum yollar1 enfeksiyonlarina ve astima karsi korunakli olduklari 6ne siiriilmiis ancak
kanitlanmamistir. Tunca ve ark (12). atak dis1 donemdeki FMF hastalarinin ve heterozigot
akrabalarinin serum akut faz reaktanlar1 (CRP ve AA) diizeylerinin saglikli kontrol grubundan
daha yiiksek oldugunu savunmaktadir. Artmis inflamatuar yanit, antibiyotiklerin bulunmadigi

ylizyillar boyunca bu kisilerde enfeksiyonlara kars1 bir avantaj saglamis olabilir.

2.2.7. Genotip Fenotip Iliskisi

M694V homozigot genotipi hastaligin ciddi seyirli bir formu olmakla beraber, bu
genotipe sahip, diizenli kolsisin tedavisi almayan FMF’li hastalarda dahi amiloidozis
gelismeyebilmektedir (1, 32). Bunun yanisira bazi homozigot FMF hastalarinda hastaligin
seyrinin daha ciddi ve paroksismal ataklarin daha kisa siirede tekrarlanacagi beklenirken daha
hafif bir hastalik seyri gozlenmektedir. Bunun aksine hastaligi tasiyan heterozigotlarin
bazilarinda ise daha siddetli, kisa siirelerle yinelenen febril ataklar saptanmaktadir (33-35).
Tiim bu arasgtirmalar gozoniine alindiginda, farkli mutasyonlar s6z konusu olsa dahi genotipin
fenotipe yansimasi sirasinda heniiz tanimlanamayan bazi genetik ve cevresel faktorlerin

hastaligin komplikasyonlarina ve seyrine 6nemli etkisinin olabilecegini diisiindirmektedir.

2.2.8. Ailesel Akdeniz Atesi Tanis1
AAA tanist icin kullanilabilecek spesifik laboratuar testi yoktur. AAA tanis1 Ozetle;
klinik, aile dykiisii, kolsisine yanit ve diger herediter periyodik ates sendromlarinin diglanmasi

ile konulmaktadir. Akut ataklar sirasinda; orta dereceli 18kositoz, yiiksek eritrosit
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sedimantasyon hizi, C-reaktif protein (CRP) ve diger akut faz reaktanlarmin varligi bir
inflamatuar siirecin gostergesi olan laboratuvar sonuglar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli
bir atak sonrasinda spontan ve tam iyilesme tanida énemlidir (6, 36).

Konu ile ilgilenen arastirmacilar klinikte kullanilabilecek yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip, kolay uygulanabilecek AAA tani1 kriterleri belirlemislerdir. ilk tan1 kriterleri
1967 yilinda Sohar tarafindan belirlenmistir (37). Klinikte tamida en sik kullanilan Tel-
Hashomer ve Livneh (Sheba Medical Center) kriterleri EK-1’de sunulmaktadir (38).

AAA hastalarina klinik tanmin yetersiz kaldigi durumlarda molekiiler diizeyde
mutasyon analizi aracilifiyla da tan1 koymak mimkiindiir. Bugiine kadar AAA ile iliskili
olarak tanimlanan 184 mutasyonun hepsini tarayarak tani koyma olanagi bulunmamaktadir.

Yalnizca en sik goriilen mutasyonlar laboratuvarlar tarafindan incelenebilmektedir.

2.2.9. Ailsesel Akdeniz Atesi Tedavisi

1972 yilinda Goldfinger, uzun siireli kolsisin kullaniminin AAA hastalarinda ataklar
engelledigini gostermistir (39).

Hastanin yasi, kilosu ve atak siddetine bakilmaksizin onerilen profilaktik doz 1.0
mg/giin’diir. Gerekli goriildiigii taktirde giinliikk doz 2.0 mg’a kadar ¢ikarilabilir. Tunca ve ark.
(1) yaptiklar1 bir ¢calismada, Tiirkiye’de kolsisini hastalarin % 80’inin diizenli, % 17’sinin
diizensiz ve % 0,6’smin yalnizca ataklar sirasinda kullandigr gosterilmistir. Bu hastalarin %
51,2°sinde tam cevap, % 46’sinda kolsisine ragmen arasira atak gdézlenmis, % 2,8’1 tedaviye
cevapsiz kalmistir.

Kolsisinin doza bagl olarak degisik etkileri bulunmakla birlikte, sitoplazmada
tubuline baglanarak hiicre mikrotiibiill polimerizasyonunu durdurdugu igin hiicre iskeleti
proteinlerini etkileyerek notrofil kemotaksisini inhibe eder, amiloidoz gelisimini engeller (9,
40).

Yapilan ¢aligmalarda kosisin direngli hastalarda interferon alfa’nin (IFN-a) tedavide
yararli olup olmadigi aragtirllmis fakat ilacin etkisi i¢in kesin sonuglara ulagilamamistir (41,
42).

Bir TNF-a inhibitérii olan talidomid ile kolsisine direngli olgularda ataklarin
baskilandig1 bildirilmektedir (43). Talidomid kemotaksisi inhibe etmekte ve monosit

fagositozunu azaltmaktadir. Ayrica TNF-a iiretimini de segici olarak inhibe etmektedir.
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Teratojen 6zelligi ve periferal néropatiye neden olmasi klinik kullanimimi kisitlamaktadir

(43).

2.3. OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMi

2.3.1. Serbest Radikal Kaynaklari ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Serbest radikal, oksidan molekiil veya en dogru adlandirma ile reaktif oksijen tiirleri,
atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis tek elektron igeren ve bu nedenle reaktif
ozellik tasiyan kimyasal tiirlerdir. Biyolojik sistemlerde, serbest radikaller normal metabolik
olaylarin seyri sirasinda meydana geldigi gibi, organizmanin ¢esitli dig etkenlere maruz
kalmasiyla da olusabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklari, endojen ve ekzojen

olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar
1. Mitokondriyal elektron transport zinciri 1.Iyonizan radyasyon
2. Endoplazmik retikulum sitokrom P450 2. Tlaglar
enzim sistemi 3. Hava kirliligi
3. Fagositik hiicrelerin savunma mekanizmalart 4. Sigara, alkol
4. Oksidan enzimler 5. Diyette yiiksek miktarda Cu ve Fe

5. Otooksidasyon reaksiyonlari

Endojen serbest radikal kaynaklar;

Mitokondriyal elektron transport zinciri; aerobik hayvan hiicrelerinde siiperoksidin en
onemli kaynagidir. Mitokondride indirgenen O>’nin % 1-3’4 siliperoksit radikaline
doniismektedir.

Endoplazmik retikulum sitokrom P450 enzim sistem; yaklagik olarak 500’iin lizerinde
gen tarafindan kodlanir. Ilaglar, ksenobiyotikler, arasidonik asit, kolesterol, vitamin D3 ve
retinoik asit metabolizmasinda gorev alir. Molekiillere bir elektron ekleyerek veya
molekiilden bir elektron c¢ikararak toksik metabolitleri normal iiriinlere c¢evirir. Bu
yiikseltgenme ve indirgenme olaylar1 sirasinda elektronlar molekiiler oksijene aktarilarak
superoksit radikali olusturmaktadir (44).

Fagositik hiicrelerin savunma mekanizmalar:;, Notrofiller, mikroorganizmalara kargt

ilk savunma hattin1 olusturmalar1 nedeni ile yangisal yanitta en 6nemli rolii oynayan kan
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hiicreleridir. Noétrofillerin membraninda bulunan NADPH oksidaz enzim sistemi siiperoksit
anyon radikali (O, ) olusumu igin dnemli bir kaynaktir. Solunum patlamasi olarak bilinen bu
olay fagositlerin mikroorganizmalar1 yok etmelerinde temel mekanizmadir. O,” ise SOD
enzimi ile hidrojen peroksite indirgenir. Notrofillerde bulunan miyeloperoksidaz enzimi
hidrojen peroksit ve kloriir iyonunu hipoklorik asite (OHCI) donistiirerek bakterisidal etki
yaratmaktadir. Kronik subklinik inflamasyonun oldugu AAA’da muhtemel oksidatif hasarin
bu yol ile olabilecegi diigiiniilmektedir.
NADPH oksidaz

20, + NADPH — > 20, + NADP' + H'

Oksidan enzimler; ksantin oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz,
siklooksijenaz, lipooksijenaz ve monoaminooksidaz hiicrede Onemli serbest radikal
kaynaklaridir.

Oto-oksidasyon reaksiyonlari; tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidrobiyopterinler, askorbik asit gibi bazi bilesiklerin oto-oksidasyonu ile O,
olusmaktadir.

O,’nin suya indirgenmesi sirasinda siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali olusmaktadir.

e . ¢ ,2H e ,H . e L H
o — 0, ———» H,0, —» OH"  —» H),O

Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonu ile iki proton alarak
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Hidrojen peroksit bir serbest radikal
olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina girer ve serbest radikal olusturma potansiyeli
ile radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Hidrojen peroksit Fe?' veya diger gecis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ile siiperoksit anyon radikalinin varliginda ise
Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda reaktivitesi yiiksek, yarilanma omrii kisa ve zarar verici
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH °) olusturur. Diger radikaller Tablo 4’de

gosterilmektedir.

Fe’' + H,0, : Fe** + OH® + OH  Fenton reaksiyonu

0O, + H,0,b, ——» O, + H,O + OH® Haber-Weiss reaksiyonu
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Tablo 4. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri

Radikaller Non-radikaller
1. Siiperoksit radikali - O, 1. Hidrojen peroksit — H,O,
2. Hidroksil radikali - OH * 2. Lipid hidroperoksit - LOOH
3. Peroksil radikali - ROO® 3. Hipoklorik asit - HOCI
4. Alkoksil radikali - RO* 4. Singlet oksijen -
5. Semikinon radikali - HQ® 5. Peroksinitrit - ONOO
6. Organik radikaller - R 6. Nitrozil - NO"
7. Organik peroksid radikali - RCOO* 7. Nitroksit - NO™—
8. Nitrik oksit - NO* 8. Nitrdz asit - HNO,
2.3.2. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO); suda ¢ozliniirligi diisiik olan renksiz, kokusuz, lipofilik, toksik bir
gazdir (45, 46). NO, L-argininden nitrik oksit sentazlar (NOS) olarak adlandirilan bir dizi
enzim tarafindan sentezlenir (45, 47). Nitrik oksit lokal olarak endotelyum ve sinir hiicreleri

basta olmak iizere makrofajlar, trombositler ve diiz kas hiicrelerinde iiretilmektedir (45-47).

NOS’un ii¢ izoformu tanimlanmistir. Bunlar indiiklenebilir form (iNOS) ile endotelyal

ve noronal olmak iizere iki tip konstitiitif formlardir (cNOS) (48).

Bir serbest radikal olan NO’nun; molekiiler oksijene, transizyon metallerine ve

stilfidril gruplarina afinitesi yiiksektir. Oksijen varliginda nitrojen oksitler olusabilir (Tablo 4).

Endotel kokenli NO, kan damari tonusunun ayarlanmasi, kan basincinin diizenlenmesi
ve vazodilatasyondan sorumludur (47). NO diisiik konsantrasyonlarda anti-inflamatuvar

yiiksek konsantrasyonlarda ise proinflamatuvar 6zellik gosterir (47).

2.3.3. Oksidatif Hasar

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde, reaktif tiirlerin olusumu antioksidan savunma
sistemleri ile asag1 yukar1 denge halindedir. Bu denge reaktif tiirler lehine bozulursa oksidatif
hasar meydana gelir. Hasar elektron yoniinden zengin hiicresel makromolekiiller olan protein,

lipid, karbohidrat ve DNA’y1 hedef almaktadir (49).
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2.3.3.1. Protein hasar1

Proteinlerin oksidasyonu dogrudan reaktif oksijen tiirleri ile etkilesime girerek
(birincil modifikasyon) olusabildigi gibi indirekt olarak (ikincil modifikasyon) karbohidrat ve
lipidlerin oksidatif stres sonucu olusan {iriinleri ile etkilesime girmesi sonucu da
olusabilmektedir (50).

Reaktif oksijen tiirleri amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein
capraz baglarmin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein
fragmentasyonuna neden olur (51). Polipeptid omurgasindaki o karbon atomundan OH °
radikali ile o hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucunda amino asit kalintis1 karbon merkezli
radikale doniigiir. Olusan karbon merkezli radikal bir baska karbon merkezli radikal ile
etkileserek protein-protein ¢apraz baglarin olusumuna yol agar (52).

ROS tarafindan proteinlerin peptid baglarmin yikilmasi sonucu karbonil guruplar
ortaya cikar. Karbonil gruplari; proteinlerin ana yapisinin oksidasyonu sirasinda olusan
proteinlerin, alkil peroksit tiirevleri ve alkoksil radikalleri ile peptid baginin, diamid veya o
amidasyon yoluyla yikilmasi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Karbonil gruplari metal katalizli
oksidasyon sistemleri ile bazi proteinlerin yan zincirlerinin oksidasyonu sonucunda da
olusabilmektedir (53, 54).

Sekonder modifikasyon reaksiyonlari, proteinlerin karbohidrat ve lipid oksidasyon
iirlinleri ile reaksiyonlarii igermektedir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olugan aldehitler [4-
hidroksi 2-nonenal, malondialdehit (MDA)], indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon
driinlerinin proteinlerdeki lizin kalintilar1 ile reaksiyonu (glikasyon ve glikozidasyon)
proteinlerin yapisina karbonil gruplarinin katilmasina yol agar (53).

Nitrotirozin (NT) olusumu protein oksidasyonuna yol acan diger bir mekanizmadir.
Peroksinitrit (ONOO ), nitrik oksidin (NO), siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda
olusan bir {riiniidiir. Peroksinitritin proteinler iizerine saldirisinin ana {iriinii tirozinin orto
pozisyonundan nitrolanmasi ile olusan NT’dir. Enzimleri, proteinleri, DNA’y1, lipidleri ve

tiyol gruplarini okside edebilmesinden dolay: yiiksek toksisiteye sahiptir (55).
2.3.3.2 Lipid hasar

Tiim hiicre membranlar yiiksek konsantrasyonda ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA)

icerdiklerinden oksidasyona oldukg¢a yatkindirlar. CDY A peroksidasyonu enzimatik ve non-
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enzimatik olabilir. Lipid peroksidasyonu, oksidatif stres nedenli hiicre hasarinda ana
mekanizma olarak diistiniilmektedir (56).

Lipid peroksidasyonu yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren
hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali (L")
niteligi kazanmasi ile baslar. Olusan lipid radikali kararsiz bir kimyasal tiirdiir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Lipid radikalinin molekiiler oksijenle (O;) etkilesmesi sonucu lipid peroksit

radikalleri (LOO®) olusur.

IH — , 1 + H

L + 0, — " LOO

LOO* + LH — LOOH + L°

Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansature yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniistirler ve bdylece reaksiyonlar kendi kendini
katalizleyerek devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipit peroksitlerinin (LOOH)
yikimi gecis metalleri iyonu katalizini gerektirir. Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olugur. Bu bilesikler serbest radikallerle kiyaslandiginda
daha stabil olmalarma ragmen hiicre i¢inde ¢ok kolay difiize olmakta, hatta hiicre disina
cikarak olustuklar1 bolgenin uzaginda etkilerini gostermektedirler. Lipid peroksidasyonu
sonucu kisa ve uzun zincirli aldehitler, fosfolipid ve kolesterol ester merkezli aldehitler
meydana gelebilir. Gilinlimiizde en ¢ok calisilan lipid peroksidasyon firiinleri 4-Hidroksi2-
nonenal (HNE) ve malondialdehit (MDA)’tir (56). Biz de bu c¢alismada lipid
peroksidasyonunu MDA ile izledik.

2.3.3.3 Karbohidrat hasar1
Serbest radikallerin karbohidratlar tizerine de Onemli etkileri vardir. Okside olan

glukoz, proteinlerin amino gruplariyla, lipidlerle ve niikleik asitlerle non enzimatik etkilesime
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girerek Schiff bazlar1 ve Amadori iiriinleriyle ileri glikasyon son {iriinlerini (AGE) olusturur

(53, 57).

2.3.3.4 DNA hasan
Oksidatif DNA hasart 6 alt baglikta degerlendirilebilir.
e DNA baz hasar1
e DNA seker hasari
e §8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklosidler
e DNA protein ¢gapraz baglari
e Abazik bolgeler
o Tek ve ¢ift DNA zincir kiriklari

Serbest radikaller, 6zellikle hidroksil radikali DNA ile reaksiyona girme egilimindedir.
OH"; heterosiklik DNA bazlarinin ¢ift baglarina eklenmesi ile H atomu ayrilmakta ve bu
sekilde C merkezli radikaller olugmaktadir. Olugan bu C- ve N- merkezli radikal DNA bazlari
ve C- merkezli radikal seker pargalari daha sonra yiikseltgenme ve indirgenme
reaksiyonlarina girip bir¢cok modifiye baz olusturmaktadir (58).

e DNA baz hasari; OH radikalinin difiizyon kontrollii hizla piirin ve pirimidinlere
eklenmesi ve C- merkezli radikaller olusturmasi ile baslar. Bu radikal elektrofilik yapisindan
dolay1 en yiiksek elektron yogunluguna sahip bolgelere eklenir. Bu bolgeler i¢inde guanin ve
adenin bazlar1 6nem tagimaktadir. Memeli hiicrelerinde 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) ve 2,6-
diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua) oksidatif hasar sonucu olusan en
mutajenik DNA lezyonlaridir (59).

Hidroksil radikalinin guaninin C4-, C5- ve C8- pozisyonlarina eklenmesi ile C4-OH-,
C5-OH- ve C8-OH- bagl guanin radikalleri olugmaktadir (Sekil 5). Bunlar arasindan
mutajenik etkisi yiiksek modifiye bazlar ortaya cikardigir i¢cin C8-OH ekli radikal one
cikmaktadir.
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Sekil 5. C4-OH-, C5-OH- ve C8-OH- bagli guanin radikalleri (58)

C-8-OH ekli radikalin yapisinda barindirdigi eslenmemis tek sayidaki elektron

oksidasyona ugrayarak 8-hidroksiguanini, rediiksiyona ugrayarak ise formamidopirimidinleri
(FapyGua) olusturmaktadir.

ring HN NH-CHO
opening ‘ e, +H*
= .J‘\\ N
HaN N H o
HN)iNH-CHO
-
o 9 w HzN”J\“N NH,
N N HN N H -
HN OH +e’, +H | >< 2,6-diamino-4-hydroxy-
/LQ\\ | H > HzN‘L‘* N OH “ring 5-formamidopyrimidine
L N N H opening
H
7-hydro-8-hydroxyguanine
C8-OH-adduct radical v Y ve
of guanine
e, -H" o
L N
HN
J\)JI \>—OH
HoN™ N
2 N H

8-hydroxyguanine
Sekil 6. C-8-OH ekli radikalden 8-OH-Gua ve FapyGua olusumu (58)

Adenin de ayni reaksiyonlara girerek 8-hidroksiadenin (8-OH-Ade) ve 4,6-diamino-
formamidopirimidini (FapyAde) olusturmaktadir. Sekil 7 oksidatif hasar sonucu olusan

degisik yapilardaki bazlar1 gostermektedir (58).
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Oksidatif hasar sonucu olusan modifiye DNA bazlarinin bir¢ok kanser tiiriinde arttig1
bildirilmektedir. Bunun spontan mutasyonlara neden oldugu ve kanser etiyolojisi ile iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Inflamasyon ve infeksiyon sonucu artmis bakterisidal aktivite
sonucunda meydana gelen oksidatif patlamanin DNA hasarina neden oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (58). Bununla iliskili olarak FMF hastalarinda goriilen notrofil
aktivasyonu ve DNA hasar1 olusturma potansiyeli incelenmesi gereken bir konu olarak ortaya
cikmaktadir. Ayrica yaslanma, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da hasarl

DNA bazlarinin artigi gosterilmistir (58).

a 0 [} 0
L cHg A ens Al CH,OH Al cno o
HN HHN HHN HN HN
*ﬁ‘ HH J g: /J ;\ ‘ J | ;\ CH
Ny 0
o /\‘ " o /\N H o /\N o o H H o
H H H
5-hydroxy-6-hydro- thymine glycol 5,6-dihydrothymine Shydroxymethyl- S-formyluracil S-hydroxy-5-methyl-
thymine uracil hy dantoin
HH
NH; HH; HH e
o=C
NF gH N OH NFT '& OH
) OH P | J H
0Py 0F gy H o /“‘N g H
H H H o /\H oH
cytosine glycol Shydroxycytosine  5.6-dihydroxycytosine  Shydroxy-6-hydro- trans-1-carbamoyl-2-0x0-4,5-
cytosine dihydroxyimidazolidine
o o o
o A
H O H
HN on ) OH HN) OH *ﬁ‘ HN HN/J
o JJA\ OH o J 0F ™y 0':‘ OJ/\ J H
NH /\u H N N CH TR
uracil glycol S-hydroxyuracil 5, 64lihydroxyuracil 5 hydroxy-6-hydro- S-hydroxyhydantoin alloxan 5,6-dihydrouracil
uracil
NH; H, NH; j
= N NHCHO == N HN N
N N X
/]\ | \>—0H J\ J\ | \>—H J\\ | OH
H5 HO ™™ N Hatl
N H H, N N N ]
Shydroxyadenine 4, G-diamino-5-form- 2-hydroxyadenine Shydroxyguanine
amidopyrimidine
HH, HH "]

(8'R)-8 5'<cyclo-2'-deoxyadenosine (5'S)8,5"-cyclo2-deoxyadenosine (5'R)-8,5'-cy clo-2'-deoxyguanosine (5'S)8,5'cyclo-2'-deoxyguanosine

Sekil 7. Oksidatif hasara ugramis DNA bazlar1 (58)
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e DNA seker hasari;, OH radikalinin sekerdeki karbon atomlarina eklenmesi ile C-
merkezli radikaller olugmaktadir. C merkezli radikaller rediiksiyon ve oksidasyon

reaksiyonlaria girerek modifiye sekerler olugsmaktadir (Sekil 8) (58).

P—0—CH, 0 2 13

P—0—CH, P—0—CH;

H H o OH
H o A
0 H H H
| "o H '|3
P~ Lo~ b
2-deoxypentose-4-ulose 2-deoxypentonic acid lactone erythrose
(within DNA) (within DNA) (within DNA)

Sekil 8. Oksidatif hasara ugramis sekerler (58)

o8-5"siklopiirin-2'-deoksiniiklosidler; C- merkezli seker radikaline C8 pozisyonundan
bir piirinin eklenmesi, intramolekiiler halkalanma ve oksidasyon sonrasi siklopiirinler
olusmaktadir (Sekil 7) (58).

e DNA protein ¢apraz baglanmasina; tiamin-tirozin c¢apraz baglanmast Ornek
verilebilir (58).

e Abazik bélgeler;, modifiye sekerlere ek olarak, DNA i¢inde bulunan seker pargasina
baglanan modifiye bazlarin zayiflamis glikozidik baglardan koparak uzaklagsmasi ve o
bolgede bosluk olusturmasidir (58).

e Tek ve ¢ift zincir kiriklari; oksidatif hasara ugramis sekerler 6zellikle C4 radikali ile
olusmaktadir (58). Sekil 9°da DNA kiriklarina neden olan modifiye sekerler 6rnek olarak

verilmektedir.

CHy !
H  H/y P—0—CH,
F N\
pr HoH
25-dideoxypentose-4-ulose  2,3-dideoxypentose-4-ulose
(as a 5-end group) (as a 3-end group)

Sekil 9. Oksidatif hasara ugramis sekerler (58)
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2.3.4. DNA Onarimi

DNA’daki hasarlar transkripsiyon ya da replikasyonu durdurabilir ve yiiksek siklikta
mutasyonla sonlanabilir, bunlar, hiicre ¢ogalmasi acisindan kabul edilemez sonuclardir.
Hiicreler genomlariin biitiinliiglinii korumak ic¢in hasarli DNA’y1 onaran mekanizmalar

gelistirmislerdir. DNA onarim mekanizmalar su basliklar altinda toplanabilir (60).

1. Aninda onarim

Baz kesip ¢ikarma onarimi
Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi
DNA cift zincir kirigi onarimi

Zincirler arasi ¢apraz baglarin onarimi

S Uk wN

Yanlis eslestirme (mismatch) onarimi
Oksidatif hasar sonucu olusan modifiye bazlar baz kesip ¢ikarma onarmmi ile

diizeltilirler (Sekil 10) (58).

BAZ KESIF CIKARMA ONARIMI

aminsizlesmis C

GCTUATCC

5 . . -
Lo aEE BEEE 10 .
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Sekil 10. Baz Kesip Cikarma Onarimi

23



Baz kesip ¢ikarma onarimi:

Baz kesip ¢ikarma onariminin genel mekanizmasinin bir 6rnegi olan aminsizlesmis bir
sitozinin urasil DNA glikozilaz tarafindan ¢ikarilmasi sekil 10’da gosterilmektedir. Bir hasarl
baz tanindiginda, DNA glikozilaz tepkimesi bazimi yitirmis bir deoksiriboz sekeri yaratir. Bu
“diismiis dis yeri” AP endoniikleaz denilen bir enzim tarafindan taninir; enzim fosfodiester
omurgayl keser ve sonra DNA sarmalinda olusan aralik DNA polimeraz ve DNA ligaz
aracilig1 ile onartlir.

Degisik modifiye bazlarin onarimi i¢in farkli DNA glikozilazlar gorev yapmaktadir.
DNA onarim enzimlerinden formamidopirimidin DNA glikozilaz (NEIL1) ve 8-OH-Gua
DNA glikozilaz (Oggl), FapyGua ve 8-OH-Gua modifiye bazlarinin onariminda rol oynayan
enzimlerdir (59). Bu DNA glikozilazlar memeli hiicreleri i¢in yiiksek mutajenik etkili
FapyGua ve 8-OH-Gua lezyonlarinin onariminda rol oynadiklarindan Onemli bir yere

sahiptirler.

2.3.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Oksijen bir zehirdir ve oksijenli solunum yapan canlilar bu zehire kars1 antioksidan
savunma sistemlerinin varligi nedeniyle yagamlarim siirdiirebilmektedirler. Antioksidanlar in
vivo sentez edilebildikleri gibi diyet ile de alinabilmektedir (49). Antioksidanlar, endojen ve

eksojen olmak iizere ikiye ayrilirlar.

2.3.5.1. Endojen antioksidanlar
e Enzimler,
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz ailesi (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
e Enzim olmayanlar,
Melatonin, seruloplazmin, transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,

glutatyon, sistein, metiyonin, {irat, laktoferrin, albiimin.
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2.3.5.2. Eksojen antioksidanlar

Vitamin E, B-karoten, vitamin C, folik asit, ksantin oksidaz inhibitdrleri, NADPH
oksidaz inhibitorleri, desferroksamin.

Bu proje kapsami i¢inde olgularin antioksidan kapasitelerinin durumu ile ilgili olarak

biri enzim digeri non enzim olan SOD ve glutatyon diizeyleri 6l¢iildii.

Stiperoksit dismutaz (SOD):

Oksijen tiiketen tiim hiicrelerde bulunan SOD, siiperoksidin hidrojen perokside
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (61). Aktif bolgesindeki metal atomlarina
gore 4 cesidi vardir. Bakir-¢inko SOD(CuZnSOD), manganez SOD(MnSOD), demir
SOD(FeSOD) ve nikelSOD(NiSOD) olarak adlandirilir. CuZnSOD neredeyse tiim Okaryotik
hiicrelerde bulunur, ¢ogunlukla sitozolde lokalizedir. Vaskiiler endotelde bulunan, yapisi
CuZnSOD olan ve ekstraseliiler SOD diye adlandirilan bir tipi de vardir. Siyanid (CN) ve
dietilditiyokarbamat (DDTC) ile inhibe olmaktadir. MnSOD bir¢ok hayvan dokusunda
cogunlukla mitokondride bulunur. MnSOD ve FeSOD, CN ™ ile inhibe olmamakta ve yiiksek
pH’da azalmis katalitik aktivite gostermektedir (49).

Okside (GSSG) ve rediikte (GSH) Glutatyon:
Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptitdir (y-
glutamilsisteinglisin).  Indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) sekillerde

bulunmaktadir.

Glutatyon peroksidaz
H,0, + 2GSH — GSSH + 2H,0

Glutatyon peroksidaz
LOOH + 2GSH —* GSSH + H,O + LOH

Glutatyon rediiktaz
GSSH + NADPH + H ——» 2GSH + NADP'
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Hiicrenin yiikseltgenme ve indirgenme dengesini koruyan 6nemli bir indirgen ve hiicre
ici antioksidan olan glutatyon, hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararh
etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki —SH gruplarinin korunmasi ve amino asitlerin hiicre
icine taginmasinda rol oynamaktadir. Glutatyon (GSH) selenyum iceren glutatyon peroksidaz
ile ytikseltgenmektedir (GSSG) (61). Okside olan glutatyonu yapisinda yer alan disiilfid
bagimnin tekrar siilfidril yapisina indirgenerek rediikte glutatyon olusumunda ise glutatyon

rediiktaz gérev almaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. Cihazlar ve Kkitler

Tablo 5. Cihazlar ve kitler

Cihaz adx Marka/Yontem Model Uretici Firma
Otoanalizor Architect C8000 Abbott Diag. USA
ELISA plak okuyucu BioTek KC4 BioTek, USA
ELISA plak yikayici Thermo Wellwash 4MK2 Thermo, USA

Saf su cihazi Milipore Mili-Q Z1.X55003Y Hettich Co, Almanya

Santrifiij Heraeus Biofuge stratos Heraeus, Almanya
Santrifiij Heraeus Omnifuge 2.0 RS Heraeus, Almanya
Otomatik pipet Eppendorf Eppendorf Research Eppendorf, USA

Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 Thermo Electron Co, USA
Nitrotirozin ELISA NWK-NTRO1 Northwest, Kanada

Siiper oksit dismutaz (SOD) | Randox Ransod Randox, UK

kiti

HPLC cihazi Shimadzu VP Serisi Shimadzu, Japonya
Spektrofotometre Varian Carry 50 Varian, USA

pH metre Orion Model 420 Orion, USA

C 18 Kolon Macherey Nagel Nucleosil 150-4,6 mm Macherey Nagel, Almanya
Freeze-Dryer (Liyofilizator) | Flexi-Dry Flexi-Dry MP SP Industries Inc, USA
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GC/MS Agilent Technologies, Agilent Technologies,
Inc., Rockville, MD Inc., Rockville, MD
Yiiksek coziiniirliiklii | Agilent Technologies | HP-Ultra2,i,d. 0.2mm, film | Agilent Technologies,
erimis-silika kapiler kolon kalnliginda, 0.33um Inc., Rockville, MD
SpeedVac SpeedVac SC210A SpeedVac Plus ve [ Thermo- Savant, Holbrook,
RVT 4104 sogutulmus buhar NY
tuzagi
3.1.2. Kimyasallar
Tablo 6. Kimyasallar
Kimyasal adi Marka Kimyasal adi Marka
Dipotasyum Hidrojen Fosfat Sigma P-9666 Tris Tamponu Sigma 252859
Potasyum Dihidrojen Fosfat Amresco-0781 EDTA Sigma ED2P

Biitilhidroksitoluen (BHT)

Sigma W-218405

Orto-fitaldehit (OPA)

Sigma P-0657

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sigma L-4390

Ditiyotireitol (DTT)

Sigma D-0632

Tiobarbiitirik asit (TBA)

Sigma T-5500

GSH standart1

Sigma G-6529

Sodyum Hidroksit Sigma S-5881 Metafosforik Asit (MPA) Sigma M-5043
Asetik Asit Sigma 242853 Sodyum Asetat Sigma 2829
MDA standarti Sigma T-9889 Asetonitril Sigma 674907
Biitanol Sigma B-7906 Sodyum Nitrit Merck Art.6544
Susuz Piridin Sigma 270970 Nitrat Rediiktaz Sigma N-7265
Histopak 1.119 Sigma 11191 NAD Sigma NO505
Histopak 1.077 Sigma 10771 FAD Sigma F6625
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) BiochromAG L-1820 | Siilfanilamid Sigma S-9251

Sodyum Kloriir

Sigma S-3014

N-(1-naftil) etilendiamindihidroklorid

Sigma N-5889
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Proteinaz K Sigma P-2308 Kloroform Sigma 27,063-6

BSTFA Sigma 15222

3.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

3.2.1. Olgularin secimi

Calismamizin hasta grubunu olusturmak i¢in mutasyon/mutasyonlart tarafimizca
bilinen, DEUTF Hastanesi Romatoloji ve I¢ Hastaliklar1 polikliniklerinde takip edilen FMF
dernegi {liyesi 350 FMF hastasina atak doneminde bizlerle iletisim kurabilmeleri igin iki kez
mektup ile davetiye gonderildi (EK 2). Ayrica DEUTF Hastanesi Romatoloji ve I¢
Hastaliklar1 polikliniklerine atak sirasinda bagvuran AAA hastalar1 ¢alismaya dahil edildi.
Hasta ve kontrol grubunda herhangi bir metabolik hastaligi, karaciger disfonksiyonu, tiroid
hormonu bozuklugu, bobrek yetmezligi ve sigara kullanma hikayesi olanlar ¢alisma dist
birakildi. Hasta grubunu atak ve ataksiz donemlerinde kanlar1 alinan yaslar1 18-55 arasinda 8
kadin ve 7 erkek toplam 15 hasta olusturdu. Kontrol grubunu ise yaslar1 20-47 arasinda
degisen 9 kadin ve 8 erkek toplam 17 saglikli birey olusturdu. Caligmaya dahil edilen tiim
hasta ve kontrollere bilgilendirme formu okunarak bilgi verildikten sonra onam formu

imzalatildi (EK 3 ve 4).

3.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hastalardan atak donemini takiben ilk 24 saat icinde ve bundan en az bir ay sonra
ataksiz donemlerinde iki kez kan alindi. Atak sirasinda bazi kanlarin alimi hastalar evlerinde
ziyaret edilerek, digerleri ise DEUTF Hastanesi Merkez laboratuar1 kan alma iinitesinde
gerceklestirildi. Ornekler hastalarin periferik venlerinden 10 mL’lik EDTA’I1 ve 10 mL’lik

heparinli tiiplere alindi.

Kan tiipleri soguk zincir ile DEUTF Biyokimya AD laboratuvarma iletildi. 10 mL’lik
EDTA’L tiiplerden 6nce 500 pL tam kan ependorflara ayrildiktan sonra tiipler 10 dakika + 4
°C’de 3000 rpm’de cevrilip plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazma orneklerinden biri % 6’lik
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metafosforik asit (MPA) ile muamele edildi. 10.000 g’de proteinler ¢oktiiriildiikten sonra
iistte kalan asidik sivi ependorflara konularak plazmalar ve tam kan ile birlikte -80 °C’de
calisilacaklar1 giine kadar saklandi. 10 ml’lik Heparin’li tiiplerden DNA baz hasar1 6l¢iimii
kisminda ayrintili olarak anlatilan yontem ile 16kosit izolasyonu yapildi. Ayrilan 16kositler,

-80 °C’ de DNA izolasyonu yapilacak giine kadar saklandi.
Kontrol grubundan ise ayni sartlarda ancak yalniz bir kez kan alind1.

Projede AAA hastalarinda oksidatif hasar ve antioksidan kapasite incelemesi igin

asagidaki parametrelerin 6l¢iimii yapildi.

3.3. PROTEIN HASARI
3.3.1. Nitrotirozin Ol¢iimii

Projede AAA hastalarinda oksidatif stres sonucu olusan protein hasarini aragtirmak

icin nitrotirozin Sl¢iimii yapildi. Analiz igin Northwest ELISA® Nitrotirozin kiti kullanildi.

3.3.1.1. Olciimiin Temel ilkesi

Northwest ELISA® analizi biyolojik érneklerde nirozillenmis protein eklentilerinin
kantitatif 6l¢limii i¢in kullanilmaktadir. Kati-fazli iki yonlii immiinosorbent 6l¢lim y&ntemi
prensibine dayalidir. Mikroplate kuyucuklari nitrotirozine kargi gelistirilmis monoklonal
antikor ile kaplidir. Kuyucuklara ilave edilen 6rnek antikor ile reaksiyona girer. Sonra biyotin
ile isaretli ikincil antikor eklenir. Baglanmadan kalan ikincil antikorlar yikama ile
uzaklagtirilir. Streptavidin-peroksidaz ilavesi ile Antikor-Antijen-Antikor-enzim sandviginin
olusumunu takiben tetrametilbenzidin (TMB) substrati1 eklenir. Reaksiyon sitrik asit ilavesi ile
durdurulduktan sonra renk siddeti 450 nm’ de ELISA plak okuyucusunda 6lgiiliir. Bilinen
konsantrasyonlara karsi dl¢iilmiis absorbanslar ile olusturulmus standart egri ile 6rnekteki

nitrotirozin miktar1 hesaplanir. Nitrotirozin konsantrasyonu nM olarak ifade edilir.

Olgiim araligi: 2 nM — 1500 nM dir.
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3.3.1.2. Ol¢iim Oncesi Hazirliklar

Yikama soliisyonun hazirlanmasi: 20 mL 40X konsantresi, 780 mL distile su ile

seyreltildi.

Diliisyon tamponunun hazirlanmasi: 10 mL 10X konsantresi, 90 mL distile su ile

seyreltildi.

Standartlarin hazirlanmasi: Stok standart konsantrasyonu 4500 nM olacak sekilde

distile su ile hazirlandi. Stoktan seri diliisyon ile 1500, 500, 166.7, 55.6, 18.5, 6.2 ve 2.1 nM

konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Sekizinci tiipe blank kontrol olarak yalnizca

diliisyon tamponu eklendi.

Biyotinize anti-nitrotirozinin hazirlanmasi: Liyofilize materyal bir mL distile suda

¢oziildi ve tizerine 11 mL diliisyon tamponu eklendi.

Streptavidin-peroksidazin hazirlanmasi: Liyofilize materyal bir mL distile su iginde

¢oziildii. Igerisinden 0,5 mL’si alinarak baska bir tiipe kondu ve bunun iizerine 11,5 mL

diliisyon tamponu eklendi.

Orneklerin hazirlanmasi: Serumlar diliisyon tamponu ile 1/5 oraninda diliie edildi.

3.3.1.3. Ol¢iim Yontemi

Nitrotirozin ELISA 6l¢iimii oda sicakliginda gerceklestirildi. Analizden 6nce tiim reaktif ve

serumlarin oda sicakligina getirildi.

Onceden hazirlanan analiz sablonuna gére 100 pL standart, drnek ve kontrol kuyucuklara

eklendi.

Kuyucuklarin {izeri kapatilarak bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

Plak ters cevrilerek i¢i bosaltildi ve her kuyucuk 200 pL yikama soliisyonu ile ELISA plak
yikayicisinda dort kez yikandi.

Her kuyucuga 100uL biyotinize anti-nitrotirozin antikoru eklendi.
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Kuyucuklarin {izeri kapatilarak bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi tekrarlandi.

Her kuyucuga 100puL streptavidin-peroksidaz konjugati eklendi.

Kuyucuklarin iizeri kapatilarak bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi tekrarlandi.

Her kuyucuga 100uL TMB eklendi.

Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

Her kuyucuga 100pL stop soliisyonu eklendi.

Her kuyucugun absorbans1 450 nm’de ELISA plak okuyucusunda okunarak saptandi.

Elde edilen absorbans degerleri 1500, 500, 166.7, 55.6, 18.5, 6.2, 2.1 ve 0 nM’lik standartlar
ile hazirlanan egriye yerlestirilerek nitrotirozin konsantrasyon degerleri saptandi. Standart egri

lineer regresyon kullanilarak ¢izildi (Grafik 1).

Konsantrasyon= Absorbans/0,0005

Nitrotirozin standart egrisi y = 0,005
0,8
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Grafik 1: Nitrotirozin standart egrisi
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3.3.2. NO Ol¢iimii

Projede nitrotirozin sonuglarini degerlendirmede yarar saglayacagi diisliniilerek NO

caligmasi yapildi.

3.3.2.1. Olciimiin Temel Ilkesi

Nitrik oksit (Nitrat ve Nitrit - NO, ) Olglimii i¢in enzimatik kolorimetrik Griess
yontemi kullanildi. Orneklere énce deproteinizasyon islemi uygulandi. Daha sonra drnek
icinde bulunan nitrat, nitrat rediiktaz ile nitrite indirgendi. Hazirlanan deproteinize Ornek
Griess reaktifi ile inkiibe edildikten sonra 540 nm’de absorbanslar okundu. Bilinen
konsantrasyonlara karg1 6lciilmiis absorbanslar ile olusturulmus standart egri ile 6rnekteki NO

miktar1 saptandi. NO konsantrasyonu pM olarak ifade edildi (62).

3.3.2.2. Ol¢iim Oncesi Hazirliklar

Orneklerin deproteinizasyonu: Asetonitril-kloroform yéntemi kullamldi (62).

1. Bir eppendorfa 250 pL 6rnek ve 250 pL saf asetonitril konuldu. Ependorf 60 sn
vortekslendi.

2. Daha sonra 20690xg hizda ve 4°C’de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatan baska
bir tiipe alindu.

3. ki voliim kloroform eklenerek giiclii bir sekilde karistirildi.

4. Ayni sartlarda bir kez daha santrifiijlendi ve siipernatan bagka bir tiipe alindi.

Griess reaktifinin hazirlanmasi: 10 mL % 1’lik siilfanilamid ve 10 mL % 0,1°lik

asidifiye edilmis N-(1-naftil) etilendiamindihidroklorid ile karistirildi.
Standart hazirhigi: 100, 67, 44, 30, 13, 6, 1 ve 0 uM konsantrasyonlarinda Na nitrit

standard1 hazirlandu.
Potasyum fosfat tamponunun hazirlanmasi: 17,41 gram K,HPO, ve 13,6 gram

KH;PO,4 100’er mL distile suda ¢oziilerek 1M’lik soliisyonlar elde edildi. 80 mL K,HPO, ve

20 mL KH,POy4 karistirilarak pH’s1 7.5’e ayarlandi. Hazirlanan 100 mL tampon 1L’ ye distile

su ile tamamlanarak 0,1 M potasyum fosfat tamponu elde edildi.
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3.3.2.3. Ol¢iim Yontemi

Olgiimlerde diiz tabanli ELISA plaklari kullanildi.

150 pL deproteinize 6rnek ve 150 pL 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH: 7,5) ELISA

plak kuyucuguna konuldu.

25 pL 6,6 U/L nitrat rediiktaz ile 10 uL 1,5 mg/mL nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) ve 0,03 mg/mL flavin adenin diniikleotid (FAD) karisim1 kuyucuga eklendi. 30
dakika 25 °C’de inkiibe edildi.

150 pL inkiibe edilmis 6rnek 150 uL. Griess reaktifi ile karistirildi. 25 “C’deki 5 dakikalik

inkiibasyonun ardindan absorbanslar 540 nm’de ELISA plak okuyucusunda okundu.

Elde edilen absorbans degerleri 100, 67, 44, 30, 13, 6, 1 ve 0 uM’lik standartlar ile
hazirlanan kalibrasyon egrisine yerlestirilerek Orneklerin NO konsantrasyon degerleri

saptandi. (Grafik 2)

Konsantrasyon=Ornek Absorbans1/0,0038

NO standart grafigi y=0,0038x
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Grafik 2: NO standart egrisi
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3.4. LiPID HASARI

Projede AAA hastalarinda oksidatif stres sonucu olusan lipid hasarini1 arastirmak igin

MDA 6lgiimii yapildi.

3.4.1. Ol¢iimiin Temel flkesi

MDA analizi DEUTF ARLAB laboratuvarinda yiiksek performansli sivi kromatografi
(HPLC) teknigi ile gerceklestirildi. MDA, 95 °C’de tiobarbiitirik asit ile inkiibe edilince TBA-
MDA bilesigi olusur ve olusan bu yap1 515 nm’de eksitasyon 553 nm’de ise emisyon verir.
Bilinen konsantrasyonlara kars1 dl¢iilen piklerin altindaki alan ile olusturulmus standart egri,
orneklerdeki MDA miktarin belirlemede kullanildi. MDA konsantrasyonu pmol/L olarak
ifade edildi.

3.4.2. Analiz Kosullar:

Kolon: 250x 4,6mm 5uM tanecik capinda C18 kolon kullanild.

Mobil faz: KH,PO4(0,01M) ve K,HPO4(0,01M) %30 metanol igerecek sekilde hazirlandi.
Potasyum fosfat tamponu pH 7 olacak sekilde ayarlandi. Mobil faz 0,2 um ¢apinda filtreden

gecirilerek siizlildii.

Mobil faz akis hizi: 0,8 mL/dakika, firin sicakligi 30 °C, gradiyent programi izokratik olarak

ayarland.

Dedektor: Floresans eksitasyon 515 nm, emisyon 553 nm olacak sekilde ayarlandi.

Standart i¢in ¢6zgen: Saf su kullanildi.

3.4.3. Ol¢iim Yontemi

40 pL, drnek (plazma) veya standart kapakli cam tiiplere kondu.

100 pL saf su ilave edildi.

20 uL, 2,8 mmol/L BHT (etanolde) ilave edildi.

40 pL, % 81°lik SDS eklendi.
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600 uL TBA eklendi. ( 8 g/L TBA+Asetik asit karisimi ilave edildi. TBA, 200 mL/L asetik
asid ile 1:1 dilue edildi, 2 M NaOH ile pH 3.5’a ayarlandi)

95 °C’de su banyosunda 1 saat bekletildi.

Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra buz iizerinde sogutuldu.

200 pL saf su, 1000 pL biitanol:piridin (15:1) ilave edildi ve tam 1 dakika vortekslenerek
karistirildi. Tiipler 2-3 dakika bekletildi.

Renkli iist (organik) fazin kendiliginden ayrildigi gozlendi.

Ust fazlar eppendorf tiiplerine alind.

10,000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edildi.

HPLC cihazina 10 pL enjeksiyon yapildi.

0.75, 1.5, 3, 5, 10, 20, 40, 50 pmol/L konsantrasyonlara kars1 6l¢iilen piklerin altindaki alan
ile olusturulmus standart egri kullanilarak 6rneklerdeki MDA miktarlar belirlendi (Grafik
3).

Konsantrasyon: Egri alt1 alan/15831

MDA standart egrisi y = 15831x
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Grafik 3: MDA standart egrisi
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Grafik 4: MDA hasta galigmasi 6rnegi
3.5. DNA BAZ HASARI

Projede AAA hastalarinda oksidatif stres sonucu DNA baz diizeyinde olusan hasari
arastirmak i¢in DNA baz hasar 6l¢iimii yapildi.

3.5.1. Lokosit izolasyonu

Lokosit izolasyonu farkli yogunluklarda olan iki histopak kullanilarak yapildi. 15
mL’lik polipropilen tiiplere sirasi ile 2.5 mL histopak 1.119, 2.5 mL histopak 1.077 ve 5 mL
tam kan tabakalandirildi. Polipropilen tiip 700 x g’ de 30 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra tabakalanan monosit ve noétrofil hiicre kiimeleri pastor pipeti
yardimi ile temiz bir polipropilen tiipe aktarildi. Aktarilan hiicre kiimesi iki kez 10 mL PBS
ile 500 x g’ de 20 dakika santrifiij edilerek yikandi. Lokosit sedimentinin iizerinde kalan siv1

atildi ve 16kosit kiimesi DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
3.5.2. DNA izolasyonu

Lokositlerden DNA izolasyonu DEUTF Biyokimya AD ve ARLAB laboratuvarinda
gergeklestirildi. Lokositler saklandiklart -80 °C’lik dondurucudan ¢ikarildiktan sonra oda
sicakliginda ¢oziinmesi saglandi. Lokositlerden DNA, NaCl metodu ile izole edildi. Izole
edilen 16kosit kiimelerinin bulundugu 15 ml’lik polipropilen tiiplerin igerisine 1 ml lizis
tamponu (0.5M Tris pH:8, 20mM EDTA pH:8, 10mM NacCl, %1’lik sodyum dodesil siilfat,
0.5 mg/mL proteinaz K) konularak 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin lizatin
iizerine 0,5 ml doymus NaCl ¢ozeltisi eklendi. 15 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra, 56

°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda sicakliginda, 5000 x g’de, 30 dakika santrifiij
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edildikten sonra DNA’y1 igeren supernatan 3 adet ependorf igine 0,5 mL’lik alikotlar halinde
protein tabakasini almaktan kaginarak transfer edildi. Siipernatanin iizerine hacminin iki kati
kadar soguk absoliit etanol konuldu ve yavasca karstirilarak DNA’nin goriiniir hale gelmesi
beklendi. DNA 3000 x g’de 15 dakika santrifiij edilerek toplandi. DNA pelletleri saf su
igerisinde tekrar ¢Oziinmeleri i¢in +4 °C’de 48 saat bekletildi. Coziinen DNA molekiilii
yaklagik 1/20 oraninda seyreltildikten sonra 200-350 nm arasinda spektral analizi yapildi. 260
nm dalga boyundaki absorbans kullanilarak (ABS260 x 50 x Diliisyon Faktorii = ..... pg/mL)
DNA 6lciildii. Ornekler kurutuldu ve DNA &rnekleri igerisine 50 pL % 70’lik etanol konarak
dikkatlice kapatildi ve +4 °C’ye kaldirildi. Analiz edilinceye kadar +4 °C’de sakland1 (63,
64).

3.5.3. Gaz Kromatografi ve Kiitle Spektrometrisi ile DNA Baz Hasar1 Ol¢iimii

3.5.3.1. Ol¢iim Oncesi Hazirliklar

DNA orneklerinde gaz kromatografi ve kiitle spektrometri 6l¢timii DNA Measurement
Laboratory, Biochemical Science Division, Chemical Science and Technology Laboratory,
National Institute of Standards and Technology-NIST, (Gaithersburg, Maryland, U.S.A)’ de
gergeklestirildi.

2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua) ve 8-OH-Guanin izotop
diliisyonlu gaz kromatografi/kiitle spektrometri (GC/MS) ile saptandi. Olgiim 6ncesinde DNA
6rnekleri (50 pg) ve internal standart stabil izotop isaretli analoglar (Fapy Gua- °C, " N, ve
FapyAde-"°C, ° N;), Fpg/Nth tamponu (50 mM Na,HPO, pH 7.4, 100 mM KCI, 1 mM
EDTA ve 0.1 mM ditiyotreitol) icerisinde 30 dakika ¢oziinmeye birakildi. Ardindan DNA 1
ug E.coli Fpg proteini ile 37 °C’de 30 dakika hidroliz edilerek FapyGua ve 8-OH-Gua bilesigi
serbestlestirildi. Fpg literatiirde tanimlandig1 gibi izole edildi (65). Inkiibasyon sonrasi
reaksiyonun durdurulmasi i¢in 150 pL soguk susuz etanol eklendi. -20 °C’de 60 dakika
inkiibe edildi. Dondurucudan alinan 6rnekler +4 °C’de 30 dakika maksimum hizda santrifijj
edildi. Siipernatan cam ampullere aktarildi. Etanoliin uzaklasmasi i¢in Speed Vac’ da vakum

altinda kurutuldu. Kuruyan orneklerin tizerine 200 pL saf su eklendi. Ampullerin {izeri kagit
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bez ile kapatilarak paket lastigi ile sabitlendi. Sivi azot yardimiyla 6rnekler donduruldu ve
gece boyunca Freeze-dry’da liyofilize edildi. ikinci giin derivatizasyon gergeklestirildi. Bu
asamada liyofilize edilmis siipernatan fraksiyonlarimin {izerine ¢eker ocak altinda 30 pL
BSTFA (% 1, v/v) ve 30 pL piridin (1:1, v/v) eklendi. Orneklerin iizerinden azot gaz1 gegirildi
ve kapaklar miihiirlenerek kapatildi. 120 °C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra sogutulan
ornekler Hamilton enjektorii ile kapaklar1 agilmadan enjeksiyon ampullerine aktarildi. Bu

ampullerin de agz1 sikica kapatildiktan sonra GC/MS cihazina yiiklendi.

3.5.3.2. Ol¢iim Yontemi

Belirleme ve miktar tayini i¢in secilmis iyon monitorizasyonu, trimetilsilillenmis 8-
OH-Guanin, FapyGua ve izotop isaretli kararli analoglarindaki karakteristik iyonlarin
[FapyAde (m/z 354, 368, ve 369), FapyAde-"C,""N, (m/z 357, 371, ve 372), FapyGua (m/z
442 ve 457), ve FapyGua-"C,"’ N, (m/z 445 ve 460)] tannmasinda kullanildi. FapyGua ve
FapyAde’nin stabil izotop-isaretli analoglari, Fapy Gua-"C, "N, ve FapyAde-"C, "N,
Cambridge Isotope Laboratory (Cambridge,MA,USA)’dan satin alindi (66). Analizlerde
yiksek c¢ozliniirlikte erimig-silika kapiller kolon kullanilitken, % 5 c¢apraz bagh
fenilmetilsilikon sabit faz, asir1 safliktaki helyum gazi ise tasiyici faz olarak kullanildi.
Enjeksiyon portu ve GC/MS araylizii sirastyla 250 ve 280 °C’de tutuldu. Kolon bas1 basinci
ise 65 kPa olarak ayarlandi. Derivatize edilmis 6rneklerin 4 pL’si otomatik enjektor ile GC
kolununa enjekte edildi. Bolinme oram1 elektronik olarak 1:10’a ayarlandi. Kiitle
spektrometresi ile yapilan analizler ¢~ iyonizasyon modunda 70 eV’da gergeklestirildi. Gaz
kromatografisinin firin sicakligi 130 °C’den 280 °C’ye (ilk iki dakika 130 °C’de, sonrasinda 8
°C/dakika hizla artacak sekilde) ayarlandi. Tanimlama ve miktar belirleme i¢in karakteristik
iyonlarin belirlenmesinde selective ion monitoring (SIM) kullanildi. Bilesiklerin miktarinin

belirlenmesi i¢in bu bilesiklerin iyonlarinin verdigi sinyallerin alanlarinin integrasyonundan

faydalanildi (Grafik 5) (63, 67).
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Grafik 5. SIM kullanilarak yapilan GC/MS analizinde FapyAde ve '° N, FapyAde iyon akim
profilleri

3.6. ANTIOKSIDAN KAPASITE

3.6.1 SOD Ol¢iimii

AAA hastalarindaki antioksidan kapasiteyi arasgtirmak icin SOD ol¢timi yapildi.
Analiz i¢in Randox Ransod” SOD kiti kullanild:.

3.6.1.1. Ol¢iimiin Temel ilkesi

Randox Ransod® SOD kiti tam kanda in vitro olarak kantitatif SOD Ol¢iimiinde
kullanilir. SOD’un rolii oksidatif stres sonucunda ortaya cikan siiperoksit radikalinin

dismutasyonunu hizlandirarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢cevirmektir.

Bu yontemde siiperoksit iiretmek igin ksantin ve ksantin oksidaz kullanilmaktadir. Bu

reaksiyon sonucu olusan siiperoksit 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyumklorid
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(INT) ile reaksiyona girince kirmizi formazon renk olusur. Ornekteki SOD aktivitesi bu
reaksiyonun inhibisyon derecesine gore belirlenmektedir. INT nin azalmasini %50 oraninda
inhibe eden SOD bir iinite olarak ifade edilir (U/mL). Absorbanslar 505 nm’de okunur. Hasta
sonuclar1 hastalarin hemoglobin degerleri ile orantilanarak gram hemoglobin basma diisen
SOD aktivitesi olarak verildi. Hastalarin total hemoglobin diizeyleri rutin olarak kullanilan
Hemoglobin A, kitindeki total Hemoglobin 6l¢iim yontemi (Multigent Hemoglobin A.) ile
Abbott Architect C 8000 cihazinda 6l¢iildii.

3.6.1.2. Ol¢iim Oncesi Hazirliklar

Ornek hazirligi: SOD 6lgiimiinden once drnekler distile su ile 1/100 oraninda diliie

edildi.

Ornek hazirligi: Hemoglobin dlgiimiinden énce 1/41 oraninda diliie edildi.

Mixed substrat (R1) hazirhigi: Liyofilize materyal 20 mL tampon ile ¢oziildii.

Ksantin oksidaz (R2) hazirlifi: Liyofilize materyal 10 mL distile su ile ¢oziildii.

Standart hazirligi: Liyofilize materyal 10 mL distile su ile ¢oziildi. 5,35 U/mL
degerinde stok standardi elde edildi. Seri diliisyon yapilarak 5.35, 2.67, 1.33, 0.66, 0.22 ve 0
U/mL degerlerinde standartlar elde edildi.

3.6.1.3. Ol¢iim Yontemi

Ornekler elimizdeki RANSOD® SOD kitinin Abbott Architect C8000 oto-analizoriine
uyarlanmas1 yapilarak ¢alisildi. Aplikasyon igin kit icinden c¢ikan prospektiis bilgileri
kullanildi.

Dalga boyu: 505 nm

Sicaklik: 37 °C
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6 pL diliie edilen 6rnek veya standart ile 205 pL R1 reaktifi karistirilir. 30 saniye sonra A,
absorbansi olgiiliir. 30 pL R2 reaktifinin eklenmesini takiben 10 dakika sonra A, absorbansi

Olciiliir.

% inhibisyonun hasaplanmasi i¢in asagidaki formiiller kullanildi. Oranlar reaktif koriine (S1)

gore alind1.

AAta/minx100 C g e
100 - —4748 —— : % inhibisyon

AAs1/minx100

AAéme 'min 1 C g e e
100 - LOO : % inhibisyon

AAs1/minx100

Her standart konsantrasyonu ic¢in % inhibisyon degerleri Log jo’a gore hesaplanip standart
egrisi cizildi. Orneklerin % inhibisyon degerleri standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

(Grafik 6)

Hastalarin g hemoglobin/mL degerleri Abbott Architect C8000 cihazinda total hemoglobin
miktar1 6l¢iimiinde kullanilan kit ile yapildi. Zander ve ark. (68) tanimladigi kolorimetrik total

hemoglobin 6l¢iim yontemi kullanildi.

Tam kandaki SOD U/mL aktivitesi, standart egri kullanilarak hesaplanan deger x diliisyon
faktorii ile bulundu daha sonra bulunan deger hastalarinin g hemoglobin /mL degeri ile

orantilandi. Sonuglar SOD U/g hemoglobin olarak saptandi.
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SOD standart egrisi y = -0,0092Ln(x) - 0,0206
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Grafik 6: SOD standart egrisi

3.6.2. Okside ve Rediikte Glutatyon Ogiimii

Projede AAA hastalarinda antioksidan kapasiteyi arastirmak i¢in GSH ve GSSG
Olciimii yapildi.

3.6.2.1. Ol¢iimiin Temel ilkesi

GSH ve GSSG analizi DEUTF ARLAB laboratuarinda HPLC teknigi kullanilarak
gergeklestirildi. GSH orto-fitaldehit (OPA) ile tiirevlendirilerek floresans (eksitasyon 340 nm,
emisyon 420 nm) vermesi saglandi. Total glutatyon (GSSG + GSH) o6l¢iimii 6rnekteki
GSSG’nin ditiyotireitol (DTT) ile GSH’ye indirgenmesi ve olusan total GSH’nin 6lgiimii
prensibi ile gerceklestirildi. Okside glutatyon, (total glutatyon—rediikte glutatyon)/2 formiili
ile hesaplandi. Bilinen konsantrasyonlara kars1 dlciilen piklerin altindaki alan ile olusturulmus
standart egri Orneklerdeki GSH’nin miktarim belirlemede kullamldi.  Glutatyon

konsantrasyonu mmol/L olarak ifade edildi.
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3.6.2.2. Analiz Kosullan

Kolon: 250x4,6mm 5uM tanecik ¢capinda C18 kolon kullanildi.

Mobil faz: 50 mM CH3;COONa ve asetonitril 70:30 oraninda karistirilarak hazirlandi.
Karisimin pH’s1 50 mM asetik asit ile 6.2 ye ayarlandi. Mobil faz 0,2 um ¢apinda filtreden

gecirilerek siizlildii.

Mobil faz akis hizi: 0,7 mL/dakika, firin sicakligi 24 °C, gradiyent programi izokratik olarak

ayarland.

Dedektor: Floresans eksitasyon 340 nm, emisyon 420 nm olacak sekilde ayarlandi.

Standart i¢in ¢6zgen: 0,01 N HCI kullanild.

3.6.2.3. Ol¢iim Yontemi

GSH 6l¢iimii

100 pL ornek veya standarda, 150 pulL Tris tamponu eklendi ve vortekslendi.

Karisimdan 100 pL alinarak 800 pL % 6 MPA eklendi ve vortekslendi.

10,000 rpm, +4°C’de 7 dakika santriifiij edildi.

100 uL siipernatanta ndtralizasyon amactyla 400 uL fosfat tampon eklendi.

100 pL notralize edilmis 6rnek / standarta, 100 uL. OPA eklendi.

5 dakika bekletildi.

800 uL fosfat tamponu eklendi.

Hazirlanan 6rnekten 5 pL HPLC cihazina enjekte edildi.

HPLC’de 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156 umol/L konsantrasyonlara karsi Slgiilen
piklerin altindaki alan ile olusturulmus standart egri kullanilarak 6rneklerdeki GSH miktarlari
belirlendi(Grafik 7) .

Konsantrasyon= Egri alt1 alan/(4,97034x10")

Total Glutatyon ol¢iimii

100 pL ornek veya standarda, 100 pL DTT ve 50 pL Tris tampon eklendi ve vortekslendi.
GSSG indirgenerek GSH olusturuldu.
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30 dakika +4°C’de bekletildi.

Karigimdan 100 pL’ye 800 uL % 6 MPA eklendi ve vortekslendi.

10,000 rpm ve +4 °C’de 7 dakika santriifiij edildi.

100 pL siipernatanta, 400 pL fosfat tampon eklendi. (n6tralizasyon)

100 pL noétralize edilmis 6rnek/standarda, 100 uL. OPA eklendi.

5 dakika beklendi.

800 pL fosfat tampon eklendi.

Hazirlanan 6rnekten 5 pL. HPLC cihazina enjekte edilir.

0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156 pmol/L konsantrasyonlara karsi Sl¢iilen piklerin
altindaki alan ile olusturulmus standart egri kullanilarak 6rneklerdeki GSH miktarlar

belirlendi (Grafik 7).

Konsantrasyon= Egri alt1 alan/(4,97034x10")

GSSG diizeyi; (Total glutatyon — rediikte glutatyon) / 2 formiilii ile hesaplandi.

GSH standart egrisi y= (4,97034x107)x
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Grafik 7: GSH standart egrisi
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Grafik 8: GSH hasta ¢aligmas1 6rnegi

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

3.7.1. Verilerin Kaydedilmesi, Analizi ve Tablolar ile Gosterilmesi

Analizlerden elde edilen veriler ‘Microsoft Excel 2003° programi kullanilarak
kaydedildi. Istatistiksel degerlendirmeler, verilerin tablolar ile gdsteriminde ve korelasyon
degerlendirmesinde (Spearman analizi kullanildi) SPSS for Microsoft Windows 11,5 (SPSS
Inc, Chicago, IL) kullanildi. Bagimli gruplar aras1 degerlendirme non parametrik Wilcoxon
isaretli siralar testi ile bagimsiz gruplar arasi degerlendirme non parametrik Mann-Whitney U

testi ile gergeklestirildi. p< 0,05 anlamli olarak degerlendirildi.
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4.1. HASTA GRUBUNU TANIMLAYICI BULGULAR

4.1.1. Calisma Grubu

4. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunda herhangi bir metabolik hastaligi, karaciger disfonksiyonu,

tiroid hormonu bozuklugu, bobrek yetmezligi ve sigara kullanma hikayesi olanlar ¢alisma dist

birakildi. Calisma grubu atak sirasinda ve ataksiz donemde toplam iki kez kanlar1 alinan 15

AAA hastasindan, kontrol grubu ise 17 saglikli bireyden olsturuldu.

4.1.2. Yas Dagilhim

Tablo 7: Olgularin yas dagilimi

Calisma grubu | n Minimum Maksimum Ortalama Standart sapma
Hasta grubu 15 18 55 34,80 10,48

Kontrol grubu | 17 20 47 34,29 9,12

Toplam 32 18 55 34,53 9,62

Bu bulgulara gore hasta ve kontrol grubu arasinda yas agisindan anlamli bir fark

yoktur (p>0,05).

4.1.3. Calisma Grubunun Ozellikleri

Tablo 8. Caligma grubumuzdaki hastalarin MEFV mutasyonlari

Mutasyon tiirii

M694V/MT26A

M694V/M6801

Bilinmiyor

13
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4.2. PROTEIN HASARI

4.2.1. Nitrotirozin Diizeyleri

Nitrotirozin diizeyleri ortalamasi atak donemindeki grupta 1078.13 + 91.82 nM,
ataksiz donemdeki grupta 1135.33 + 99.20 nM ve kontrol grubunda ise 1281.76 = 184.05 nM

olarak saptandi.

Kontrol grubunun nitrotirozin diizeyleri atak dénemindeki ve ataksiz donemdeki hasta
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,001)
(Grafik 9).
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Nitrotirozin (nM)

2. Ataksiz donem

1000 | 1 3. Kontrol

800 . . .
N = 15 15 17
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Grafik 9. Nitrotirozin diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
* p= 0,000 atak donemine gore

p= 0,001 ataksiz doneme gore
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4.2.2. NO Diizeyleri

NO diizeyleri ortalamasi atak donemindeki grupta 17.78 + 12.63 pM ataksiz
donemdeki grupta 14.82 + 3.19 uM ve kontrol grubunda ise 20.46 £+ 6.03 uM olarak saptandi.

Kontrol grubu NO diizeyleri atak donemindeki ve ataksiz donemdeki hasta grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirastyla p=0,003 ve p=0,001) (Grafik 10).
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Grafik 10. NO diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
* p= 0,003 atak donemine gore

p= 0,001 ataksiz doneme gore
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4.3. LiPID HASARI

4.3.1. MDA Diizeyleri

MDA diizeyleri ortalamasi atak dénemindeki grupta 4.07 + 0.61 pmol/L, ataksiz
donemdeki grupta 3.49 + 0.38 umol/L ve kontrol grubunda ise 3.00 £ 0.50 umol/L olarak

saptandi.

Atak donemi MDA diizeyleri ataksiz donem ve kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,005 ve p=0,000). Ayrica ataksiz donem MDA
diizeyleri de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p=0,01)

(Grafik 11).
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Grafik 11. MDA diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
* p= 0,005 ataksiz doneme gore
p= 0,000 kontrol grubuna gore

** p= 0,01 kontrol grubuna gore
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4.4. DNA BAZ HASARI
4.4.1. FapyGuanin

FapyGuanin/10° DNA bazi diizeyleri ortalamasi atak dénemindeki grupta 0.328 +
0.047 hasar/10° DNA bazi, ataksiz dénemdeki grupta 0.311 £ 0.040 hasar/10° DNA bazi ve
kontrol grubunda ise 0.177 + 0.031 hasar/10° DNA bazi olarak saptandu.

Atak dénemi ve ataksiz dénem FapyGuanin/10° DNA bazi diizeyleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,002) (Grafik 12).
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Grafik 12. FapyGuanin diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
* p= 0,000 kontrol grubuna gore

** p= 0,002 kontrol grubuna gore
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4.4.2. 8-OH-Guanin

8-OH-Guanin/10° DNA bazi diizeyleri ortalamasi atak dénemindeki grupta 1.54 + 0.25
hasar/10° DNA bazi, ataksiz donemdeki grupta 1.50 + 0.50 hasar/10° DNA bazi ve kontrol
grubunda ise 1.20 + 0.27 hasar/10° DNA bazi olarak saptandu.

Atak dénemi 8-OH-Guanin/10° DNA bazi diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,01) (Grafik 13).
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Grafik 13. 8-OH-Guanin diizeyleri kutu grafigi (box-plot)

* p= 0,01 kontrol grubuna gore

4.4.3. FapyAdenin

Ornekler de FapyAde olusumu saptanmadi.
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4.5. ANTIOKSIDAN KAPASITE

4.5.1. SOD Diizeyleri

SOD diizeyleri ortalamasi atak donemindeki grupta 831 + 200 U/g hemoglobin,
ataksiz donemdeki grupta 944 + 107 U/g hemoglobin ve kontrol grubunda ise 921 + 144 U/g

hemoglobin olarak saptandi.

SOD diizeyi atak grubunda diger gruplara gore daha diisiik olmakla birlikte
istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmadi (Grafik 14).
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Grafik 14. SOD diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
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4.5.2. GSH, GSSG ve GSH/GSSG Diizeyleri

GSH diizeyleri ortalamas1 atak donemindeki grupta 0.021 £ 0.006 mmol/L ataksiz
donemdeki grupta 0.019 + 0.002 mmol/L ve kontrol grubunda ise 0.021 £ 0.003 mmol/L

olarak saptandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Grafik 15).
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Grafik 15. GSH diizeyleri kutu grafigi (box-plot)
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GSSG diizeyleri ortalamasi atak donemindeki grupta 0.026 + 0.011 ataksiz dénemdeki
grupta 0.036 = 0.021 ve kontrol grubunda 0.034 = 0.012 mmol/L olarak saptandi. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Grafik 16).
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Grafik 16. GSSG diizeyleri kutu grafigi (box-plot)

GSH/GSSG diizeyleri ortalamasi atak donemindeki grupta 0.932 + 0.428 ataksiz
donemdeki grupta 0.727 + 0.362 ve kontrol grubunda 0.728 + 0.294 olarak saptandi. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
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Tablo 9. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Veri Tablosu

GRUP Nitrotirozin | MDA FapyGua | 8-OH-Gua | SOD GSH GSSG GSH/GSSG NO
Ol¢iim birimi | nM umol/L hasar/10° DNA bazi U/g hemoglobin | mmol/L mmol/L uM

1 Mean 1078,13 4.07 0,328 1,54 831 0,021 0,026 0,932 17,78
N 15 15 12 12 15 15 15 15 15
SD 91,82 0,61 0,047 0,25 200 0,006 0,011 0,428 12,63
Minimum 950 3,13 0,254 1,12 586 0,011 0,015 0,328 11,31
Maksimum 1270 5,14 0,384 1,88 1198 0,04 0,048 1,421 62,89
Median 788,33 4,15 0,334 1,60 855 0,02 0,020 1,073 14,47
D ** p= 0,005

#%p=0,000 | *** p=0,000 wxx p= 0,01

2 Mean 1135,33 3.49 0,311 1,50 944 0,019 0,036 0,727 14,82
N 15 15 6 6 15 15 15 15 15
SD 99,20 0,38 0,040 0,50 107 0,002 0,021 0,362 3,19
Minimum 970 2,92 0,258 1,10 754 0,015 0,015 0,317 11,57
Maksimum 1360 4,15 0,35 2,38 1118 0,026 0,078 1,266 22,89
Median 804,22 3,42 0,314 1,28 908 0,019 0,032 0,637 14,73
p wxx p= 0,01 %% p= 0,003

3 Mean 1281.76 3,00 0,177 1,20 920 0,021 0,034 0,728 20,46
N 17 17 11 11 17 17 17 17 17
SD 184,05 0,50 0,031 0,27 144 0,003 0,012 0,294 6,03
Minimum 1070 2,08 0,137 0,57 696 0,016 0,016 0,376 13,42
Maksimum 1920 3,82 0,226 1,56 1289 0,028 0,056 1,25 35,78
Median 859,07 3,13 0,175 1,21 899 0,021 0,03 0,736 18,68
D * p= 0,000 * p= 0,003

** p= 0,001 ** p= 0,001
Grup 1. Atak donemi grubu *p <0,05 Atak grubu ile

Grup 2. Ataksiz donem grubu

Grup 3. Kontrol Grubu

** p < 0,05 Ataksiz grup ile

*** p < 0,05 Kontrol grubu ile
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4.6. KORELASYON ANALIZLERI

Caligma parametreleri arasinda gergeklestirdigimiz Spearman korelasyon analizinde

kayda deger bir korelasyon saptanmadi.
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S. TARTISMA VE SONUC

5.1. TARTISMA

Ailesel Akdeniz Atesi, ates ile birlikte goriilen serozal zarlarin tekrarlayan
inflamasyonu (peritonit, sinovit ve plorit) ile karakterize otozomal resesif gegis gosteren,
kaliimsal bir otoinflamatuar hastaliktir. AAA belirgin bir etnik dagilim gostermektedir.
Ozellikle Akdeniz havzasinda yasayan etnik gruplarda sik olarak goriilmektedir (1, 2).
Hastaligin prevelanst 1:200’e kadar c¢ikmaktadir ve Tiirk popiilasyonunda 1:1073 olarak
belirlenmistir (3). Tiirklerde ortalama tasiyicilik orani 1/5 olarak bildirilmektedir(4, 5).
Goriilme sikliginin ve tagtyiciliginin yiiksekligi nedeni ile ¢galigmamizda olgular iilkemiz igin
Oonemli bir hastalik olan AAA’ dan se¢ilmistir.

FMF’e yol acan gen, ilk kez 1997 yilinda iki ayr1 grup tarafindan klonlanmistir.
Uluslararast FMF Konsorsiyum’u ve Fransiz FMF Konsorsiyum’u 16. kromozomun 16p13.3
kisminda bir proteini kodlayan genin FMF hastalig: ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.
Proteine pirin/marenostrin adi verilmistir (1, 6-8). Pirin proteini 781 aminoasit icermektedir.
N terminal ucundan C terminal ucuna dogru, sirastyla PYD (pyrin bdlgesi), B-Box, coiled-
coil (CC) ve B30.2 olarak adlandirilan dort bolgeden olugmaktadir. Pyrin bolgesi, death
bolgesi (DD) siiperailesinin bir alt grubunu olusturmaktadir. Inflamasyon ve apoptozun
regiilasyonunda rol oynamaktadir (69). “B-box” ve “coiled coil” bolgeleri birgok proteinde
oldugu gibi multimerizasyonda gorev almaktadir. C-terminal kisminda yer alan B30.2
domaini ise protein/protein etkilesimine katkida bulunmaktadir (70).

Bugiine kadar AAA ile iligkili 184 kadar mutasyon tanimlanmistir. Mutasyonlarin
biiylik ¢ogunlugu substitiisyondur (http://fmf.igh.cnrs.fi/ISSAID/infevers/). En sik goriilen
bes mutasyon sirasiyla M694V, M680I, M6941, E148Q ve V726A’dir (6). Mutasyonlarin
cogunlugu exon 10 da kiimelenmistir. Tunca ve ark (1). yaptiklar1 bir caligmada Tiirkiye’de
en sik gorillen iic mutasyon M694V, M680I ve V726A olarak belirtilmektedir. Bazi
homozigot FMF hastalarinda hastaligin seyrinin daha ciddi ve ataklarin daha kisa siirede
tekrarlanacagi beklenirken daha hafif bir hastalik seyri gozlenmektedir. Bunun aksine
hastalig1 tasiyan heterozigotlarin bazilarinda ise daha siddetli, kisa siirelerle yinelenen febril
ataklar saptanmaktadir. Tiim bu arastirmalar gozoniine alindiginda, farkli mutasyonlar soz

konusu olsa dahi genotipin fenotipe yansimasi sirasinda heniiz tanimlanamayan genetik ve
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cevresel faktorlerin varligi savunulmaktadir. Bunlarin hastaligin komplikasyonuna ve seyrine

onemli etkilerinin olabilecegi diisliniilmektedir (1, 32-35). Bu durumun caligmamizin

hedefinin ve kapsaminin belirlenmesinde 6nemli bir yeri olmustur.

FMF hastalarinda MEFV geni mutasyonu varliginda sentezlenen defektif pirin
proteini, 10kositlerin serozal bolgelere gociinii artirmakta ve inflamatuar uyarilara uzamis ve
siddetli yanit verilmesine neden olmaktadir (11).

Notrofiller, mikroorganizmalara kargi ilk savunma hattin1 olusturmalart nedeni ile
yangisal yanitta en onemli rolii oynayan kan hiicreleridir. N6trofillerin membraninda bulunan
NADPH oksidaz enzim sistemi siiperoksit anyon radikali (O, ) olusumu igin dnemli bir
kaynaktir. Solunum patlamasi olarak bilinen bu olay fagositlerin mikroorganizmalar1 yok
etmelerinde temel mekanizmadir. FMF hastalarinda atak ve ataksiz dénemde inflamasyonun
varlig1 hastalarda oksidatif stres sonucu olusabilecek hasarin boyutu hakkinda soru isaretleri
uyandirmaktadir. Bugiine kadar FMF hastalarinda olusan oksidatif hasar1 arastiran ¢caligmalar
sayica oldukca azdir ve genelde hastalarin ataksiz donemini konu almaktadir. Caligmamizin
temelini Kirkali ve ark. 2005 yilinda gergeklestirdigi ve Tiibitak tarafindan 104S336 proje
numarasi ile desteklenen “Ailesel Akdeniz Atesi Hastalarinda Oksidatif Hasar, Notrofil
Apoptozu ve Aralarindaki Potansiyel Etkilesimler” adli ve ataksiz donemdeki hasta grubunda
oksidatif hasar1 konu alan proje olusturmaktadir. S6z konusu c¢aligma ile FMF hastalarinin
ataksiz donemlerinde olusan oksidatif hasar boyutu makromolekiiller diizeyinde ortaya
konmaktadir. Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma ile ise, FMF hastalarinin atak donemlerindeki
oksidatif hasar durumunu aydinlatmay1 amaglamaktayiz. Calismamizda FMF hastalarinin atak
donemlerini ve ataksiz donemlerini birbirleriyle, yas ve cinsiyet uyumlu olusturdugumuz
kontrol grubu ile karsilastirdik. Calismamizin literatiire FMF hastalarinin atak donemlerindeki
oksidatif hasarin durumuyla ilgili yenilik getirecegini diisiinmekteyiz.

FMF hastalarinda oksidatif stres sonucu olusan makromolekiil hasarini aragtirmak
amaciyla, protein hasarini nitrotirozin ve nitrik oksit (NO), lipit hasarint malondialdehit
(MDA), DNA baz hasarini ise [2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua),
4,6-diamino-formamidopirimidini (FapyAde) ve 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua)] diizeyleri ile
inceledik. Antioksidan seviyeleri ile ilgili olarak, siiperoksit dismutaz (SOD), rediikte
glutatyon (GSH), okside glutatyon (GSSG) bilesiklerinin aktivite ve miktar Olctimleri
gerceklestirildi. Projemizin hasta grubunu olusturmak iizere DEUTF Romatoloji ve I¢

Hastaliklan tarafindan takip edilen 350 FMF hastas1 davet edildi. Hastalar atak déneminde
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ates yaninda siddetli agrilari da oldugu i¢in bize haber verenlerin evlerine kadar gidilerek
kanlar1 alindi. Ancak 6nemli bir boliimii atak doneminin ilk 24 saatinde telefonla dahi bize
haber veremedikleri i¢in hasta grubu ancak 15 kisi ile sinirh kaldi.

Nitrotirozin, peroksinitritin (sliperoksit ve nitrik oksit radikallerinden olusmaktadir)
proteinin yapisindaki tirozin ile reaksiyonundan meydana gelen oldukg¢a kararli bir {irtintidiir.
Proteinlerde olusan nitrasyon reaksiyonu enzim ve/veya proteinleri inaktif hale getirmektedir.
Proteinlerin oksidatif hasarinin saptanmasinda 6nemli bir belirleyici olan nitrotirozin diizeyi
Kirkali ve ark. (71) yaptiklar1 c¢alismada hasta grubunda kontrol grubundan yiiksek
bulunmustur (p=0,001). Yaptigimiz bu son ¢alismamizda ise kontrol grubunun nitrotirozin
diizeyi, hem atak hem de ataksiz donemdeki hastalarin diizeylerinden yiiksek bulundu
(swrastyla p=0,000 ve p=0,001). Birbiri ile gelisen bu iki ¢aligmanin sonuglarina yorum
getirebilmek igin nitrotirozini olugturan siiperoksit ve nitrik oksit seviyelerinin de belirlenmesi
gereklidir. Panossian ve ark. (72) yaptiklan ¢alismada, atak donemimdeki FMF hastalarinin
NO seviyelerini ataksiz donem ve kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulmuslardir
(swrastyla p=0,03 ve p=0,04). Bu sonuglara benzer sekilde bizim calismamizda da NO
seviyeleri hem atak hem de ataksiz dénemde kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu (sirastyla p=0,003 ve p=0,001), dolayisiyla kontrol grubu nitrotirozin sonuglarimin
anlaml1 olarak yiiksek bulunmasi, Orneklerde olgiilen NO sonuclar1 ile korelasyon
gostermektedir. Antiinflamatuar etkisi olan NO’nun; hasta grubunda ataksiz donemde ve atak
sirasinda diizeylerinin kontrol grubuna gore diisiikk kalmasi bu hastalarda goriilen siirekli
inflamasyon durumu ve artmis akut faz cevabi ile iliskilendirilebilir. Kirkali ve ark. (71)
yaptiklar ¢aligmada hasta grubunda daha yiiksek nitrotirozin diizeylerinin saptanmasi, deney
grubunu olusturan bireylerin kisisel farkliliklarindan (yasam bicimi, enzim aktivitesi,
mutasyon tipi, hasar yeri farkliligi, tan1 konulan yas, kolsisine baslama yas1 ve tedavi siiresi
gibi) ileri geldigi digiiniilmektedir.

Tiim hiicre membranlar yiiksek konsantrasyonda ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA)
icerdiklerinden oksidasyona oldukg¢a yatkindirlar. CDY A peroksidasyonu enzimatik ve non-
enzimatik olabilir. Lipid peroksidasyonu, oksidatif stres nedenli hiicre hasarinda ana
mekanizma olarak disiiniilmektedir (56). Serbest radikaller non-enzimatik lipid
peroksidasyonu ile etkilerini gostermektedir. Lipid peroksidasyonu sonucu kisa ve uzun
zincirli aldehitler ile fosfolipid ve kolesterol ester merkezli aldehitler meydana gelebilir.

Giirbiiz ve ark. (73) yaptiklan ¢alismada, hasta grubundaki MDA seviyelerini kontrol grubuna
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gore yiiksek bulmuglardir (p=0,001). Kirkali ve ark. (71) yaptiklar1 ¢alismada hasta grubu
MDA diizeylerini kontrol grubuna gore daha yiiksek saptamalarina karsin iki grup arasinda
istatistiksel anlaml fark rapor edilmemistir. Calismamizda ise MDA seviyeleri atak grubunda,
hem ataksiz hemde kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,005 ve
p=0,000). Ayrica ataksiz donem grubu sonuglar1 da kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulundu (p=0,01). Bu sonuclar, FMF hastalarmin atak ve ataksiz donemlerinde
oksidatif stres sonucu olusan lipid peroksidasyonunun varligini ve dzellikle atak doneminde
olusan lipid peroksidasyonunun ataksiz doneme gore daha agir bir bicimde ortaya ¢iktigini
gostermektedir.

Serbest radikaller, 6zellikle hidroksil radikali (OH®) DNA ile reaksiyona girme
egilimindedir. OH®; heterosiklik DNA bazlarinin ¢ift baglarina eklenerek H atomunu
¢ikarmaktadir. Boylece OH ekli radikaller olugsmaktadir. Olusan bu OH ekli radikaller daha
sonra yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarina girerek bir¢ok modifiye DNA bazini
olusturmaktadir (58). Olusan bu modifiye son friinler kalitsal materyalin 6zelligini
bozmaktadir. Literatlirde AAA hastalarinda bu modifiye bazlarin arastirildigi ¢alisma
bulunmamaktadir. Kirkali ve ark. (74) ilk kez gerceklestirdikleri calismada sivi kromatografi-
kiitle spektrometri (LC-MS) ile saptanan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG), 8-
hidroksi-2'-deoksiadenozin (8-OH-dA) ve (5'-S)-8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin [(5' S)-cdA]
bilesikleri ile ilgili olarak hastalarda kontrol grubuna gore 8-OH-dA ve (5' S)-cdA
bilesiklerinde sirastyla p=0,022 ve p=0,003 diizeylerinde anlamli yiikseklik bulmuslardir. 8-
OH-dG diizeylerinde ise bir farklilik belirlememislerdir. Gaz kromatografi-kiitle spektrometri
(GC-MS) saptanan 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidoprimidin (FapyGua), 4,6-diamino-5-
formamidoprimidin (FapyAde), 8-OH-Gua ve 8-OH-Ade bilesikleri ile ilgili olarak hasta
grubunda kontrol grubuna gore FapyAde i¢in anlamli yiikseklik bulunmustur (p=0,003).
Bizim ¢alismamizda ise izole ettigimiz DNA miktarlarinin diisiik olmasindan dolay1 6rnekler
yalnizca GC-MS ile analiz edildi. FapyAde olusumu 6rneklerimizde saptanmadi. FapyGua
seviyeleri atak ve ataksiz grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu
(swrastyla p=0,000 ve p=0,000). 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) seviyeleri de atak geciren
grupta kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,01). Istatistiksel
anlamliliga sahip degisik DNA lezyonlarinin bulunmasi 6érnek grubunu olusturan bireylerin
ozellikleri (yasam bi¢cimi, DNA onarim enzim aktivitesi, mutasyon tipi, farkli genotipik ve

fenotipik ozellikler) ile baglantili olabilir. Bu sonuglar FMF hastalarinda hem atak hem de
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ataksiz donemde oksidatif stres sonucu olugan DNA hasar1 varligini ortaya koymaktadir. Atak
ve ataksiz donem arasinda DNA baz hasari acisindan istatistiksel anlamda bir farkin
olmamasi, atak siiresinin kisa olmasma (12-72 saat) ve hasar olussa bile DNA onarim
enzimleri ile diizeltilebilecegini diisiindiirmektedir. Bu hasarlanmis bazlarin onarimi baz kesip
c¢ikarma ve niikleotid kesip ¢ikarma onarimi ile ger¢eklesmektedir. DNA onarim
enzimlerinden formamidopirimidin DNA glikozilaz (NEIL1) ve 8-OH-Gua DNA glikozilaz
(Oggl), FapyGua ve 8-OH-Gua modifiye bazlarmin onariminda rol oynayan enzimlerdir.
FMF hastalarinda bu enzimlerin substratlarinin artmasi enzim konsantrasyonunun substrati
karsilayamadigin1 diisiindiirmekte ve bu enzimleri kodlayan genlerin MEFV genine yakin
pozisyonlarda bulunmasi nedeni ile DNA onarim enzimlerinin MEFV geni ile olasi iligkisini
aydinlatmak gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica bu enzimlerin FMF hastalarindaki
mutasyon olasiliklar1 ve polimorfizimi de aragtirilmaya deger bir diger konudur (59).

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu antioksidan
savunma sistemleri ile asag1 yukar1 denge halindedir. Bu denge reaktif tiirler Iehine bozulursa
oksidatif hasar meydana gelmektedir. Calismamizda antioksidan kapasitenin incelenmesi
amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD), rediikte glutatyon GSH ve okside glutatyon GSSG
diizeyleri calisildi. Sarkisian ve ark. (75) yaptiklar1 bir caligmada, hasta nétrofillerindeki
siiperoksit tiretimini kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir (p=0,01). Giirbiiz ve ark. (73)
ise yaptiklar1 calismada kontrol grubundaki SOD aktivitesi diizeylerini hasta grubundan
yiiksek bulmakla birlikte gruplar arasinda anlaml fark saptamamuslardir. Kirkali ve ark. (71)
yaptiklar1 calismada ise, hasta grubunun SOD diizeyi kontrol grubuna gore anlamli oranda
yiiksek bulunmustur (p=0,002). Calismamizda ise atak grubundaki SOD seviyeleri, ataksiz
grup ve kontrol grubuna gore diisiik olmakla beraber gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir
fark saptanmadi. Atak grubunda SOD aktivitesinin diisiik bulunmasi enzimin substrat1 olan
stiperoksidin bu donemde ¢ok {iiretilmis oldugunu diistindiirmektedir. Enzim yiiksek miktarda
olusan substrati reaksiyona sokmaktadir. Siddetli aktivite sonucunda enzim yapisi1 bozulmakta

ve bu sekilde enzimin aktivite diizeyi azalmaktadir.

Calismamizda da GSH, GSSG ve GSH/GSSG diizeylerinde hasta ve kontrol gruplar
arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmadi. Benzer sekilde Kirkali ve ark. (71) da
yaptiklar1 calismada bu parametrelerin diizeyleri ile ilgili olarak hasta ve kontrol gruplar

arasinda anlamli fark olmadigin1 savunmaktadir.
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5.2. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, daha oOnceki ¢aligmalarda FMF hastalarinin atak dis1 donemlerinde
oksidatif stresin varlig1 ve makromolekiillerde olusturdugu hasar rapor edilmektedir. Ancak
bu calisma, FMF hastalarinin atak ve ataksiz donemlerinde oksidatif stresin varligin
gosterdigi ve atak doneminde lipid peroksidasyonunun ataksiz doneme gore daha agir bir
sekilde ortaya c¢iktigini ilk kez vurguladigr icin 6nem tasimaktadir. Ayrica DNA’daki baz
hasarinin hastaligin her iki doneminde de oldugu gosterilmektedir. Bu hasar kalitsal
materyalde mutasyona neden olabilir. Bu noktada DNA onarim enzimlerinin aktivitesinin,
miktarinin, polimorfik yapilarinin ve MEFV geni ile iliskisinin incelenmesi son derecede

onemlidir. Bu konu ile ilgili caligmalar planlanmaktadir.
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6.2. EKLER

EK-1

AAA Tanisinda Tel-Hashomer Kriterleri

Major kriterler
Peritonit, sinovit veya ploritin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklar
Kolaylastiric bir hastalik olmaksizin AA tipi amiloidoz olmasi
Siirekli kolsisin tedavisine iyi yanit

Mindr kriterler
Tekrarlayan atesli ataklar
Erizipel benzeri eritem

Birinci derece akrabalarda AAA olmasi

Kesin tani: 2 major veya 1 major + 2 mindr kriter

Olasi tani: 1 major + 1 mindr kriter

Livneh (Sheba Medical Center) Kriterleri

Major kriterler
1. Peritonit
2. Monoartrit (kalca, diz, ayak bilegi)
3. Perikardit veya plorit (tek taraflr)
4. Yalnizca ates

Minor kriterler

1.  Abdomen

2. Gogiis

3.  Eklem

4. Egzersiz sonrasi bacak agrisi

5. Kolsisin tedavisine iyi yanit
Destekleyici kriterler
1. Uygun etnik kdken
Aile hikayesi
Baslangig¢ yasi<20

Ataklarin kendiliginden gegmesi

2
3
4. Agir ve yatak istirahat1 gerektiren ataklar
5
6. Ataklar arasinda belirti olmamasi

7

Asagidaki parametrelerden bir yada daha fazlasinda olusan gecici inflamatuar yanit: 16kosit,

sedimentasyon hizi, serum amiloid A, fibrinojen
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8. Aralikli proteiniiri, hematiiri
9. Karn agris1 nedeniyle yapilan ancak sonugsuz laparotomi ve apendektomi dykiisii

10. Anne-baba akrabaligi

Tani: 1’den fazla major kriter
2’den fazla mindr kriter
1 mindr + 5 destekleyici kriter
1 mindr + ilk 5 destekleyici kriterden 4 veya daha fazlasi
Tipik atak: Atagin en az 3 kez tekrarlamasi, rektal atesin 38 °C iizerinde olmas, 12-72 saat siirmesi.
Atipik atak: Asagidaki 6zellikler agisindan 1 veya 2 sinde farklilik bulunmasi.
1. Atesin olmamasi (38 °C’1n altinda olmasi) 2. Tipik atak siiresinden uzun yada kisa olmasi (6 saatten kisa, 1
haftadan uzun olmamasi gerekir) 3. Karin agrist sirasinda peritonitin bulgularinin olmamasi 4. Lokalize karin

agris1 5. Tipik eklemler disinda eklem tutulumu
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EK-2

Degerli HASTAMIZ,

Sizlerle yillardan beri siirdiirdiigiimiiz yakin isbirligi sayesinde Ailesel Akdeniz Atesi
hastaliginin nedenleri ve tedavisi igin 6nemli verilere sahip olduk. Bu ¢abalarin 6ntimiizdeki
yillarda hastalara ve yakinlarina faydali sonuglar verecegini umuyorum.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye ve Biyokimya Anabilim dallar1 tarafindan
yiiriitiilmekte olan “ AILESEL AKDENIZ ATESI HASTALARININ ATAK DONEMINDE
OKSIDATIF HASARIN INCELENMESI “ adl1 projeye davet edilmektesiniz. Proje ile
Ailesel Akdeniz Atesi hastalarinda atak doneminde ortaya ¢ikan hiicre hasarin boyutunu
ortaya koymak amaglanmaktadir.

Proje katilmak isteyen géniilliilerin atak gecirdikleri ilk 24 saat icinde Dr. Ozgiir
KADICESME ile iletisim kurmalar1 rica olunur.

Is no: 232 412 2747 veya 2559 Cep no: 505 663 1827
Diger aragtirmaci Dr. Ali thsan Gemici: 505 598 5697

FMF atagi sirasinda bagvuracak hastalardan bir kan 6rnegi alinacak ve kendisine agrisini
azaltic1 ilag tedavisi de yapilacaktir.

Daha fazla bilgi almak isterseniz bana da her zaman ulasabilirsiniz.

Saygilarim ve esenlikler dilegimle,

Prof. Dr. Mehmet TUNCA
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EK-3

Bilgilendirilmis olur
formu ( Goniillii )

Ailesel Akdeniz Atesi (= Familial Mediterranean Fever; FMF), ates ve viicuttaki bazi zarlarin
tekrarlayici iltihabi ataklari ile karakterize bir hastaliktir. FMF hastaliginin nedeni olarak aktive olan beyaz kan
hiicreleri’nin tekrar inaktif hale donememesi bugiine kadar savunulmustur. Boyle bir beyaz kan hiicresi
aktivasyonunun varliginda olusabilecek oksidatif hasar olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢alismada; FMF hastalarindan atak sirasinda ve ataksiz donemde iki kez kan alinarak oksidatif hasar
ve antioksidan kapasite incelenecektir. Bu proje ile FMF hastalari’nin atak doénemlerindeki oksidatif hasar
boyutunu ortaya koymak amaglanmaktadir. Daha once gergeklestirdigimiz Tiibitak projesinde (SBAG 2819/
104S336) FMF hastalarinin atak dist donemlerini oksidatif hasar yoniinden inceledik. Hastaligin her iki
doneminin oksidatif hasar yoniinden incelenmesinin hastaligin tedavisine de yeni bir yaklasim getirecegi
diisiiniilmektedir. Kan alim1 sorumlu hekim Dr. Ozgiir Kadigesme’nin onayu ile gergeklestirilecektir.

Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve aragtirma ile ilgili gergeklestirilecek diger islemlerin
masraflar1 size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi yada ozel higbir kurum veya kurulusa
ddetilmeyecektir. Goniillii bu ¢aligmaya katilmayi red etme ya da arastirma bagladiktan sonra devam etmeme
hakkina sahiptir. Bu caligmaya katilmaniz veya bagladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayrilmaniz daha
sonraki tibbi bakiminiz1 etkilemeyecektir. Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu aragtirma
dis1 birakabilir. Bu caligmada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili saglik kayitlariniz
kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglk
Bakanligi’na agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve
islenecektir. Caligma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve
veriler izlenerek size ulasilamayacaktir. DNA o6rnekleri sadece bu ¢aligmada kullanilmak {izere alinacaktir.
Alman biyolojik materyaller yurt disina gézetimimiz ve kontroliimiiz dahilinde gotiiriilerek analiz yapilacaktir.

Yukarida goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana yazih
ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Hastanmin
Adr:
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= =2

. = I=%
] =

Olur Alma i§lemine Basindan Sonuna Kadar Tanmikhik Eden Kurulus Gérevlisinin
Ad:

Soyadi:
Tarih:
Imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adi: Ozgiir

Sovadi: Kadicesme

Tel: 505 6631827, 543 2957843, 232 4122747
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EK-4

Bilgilendirilmis olur formu ( Kontrol )

Ailesel Akdeniz Atesi (= Familial Mediterranean Fever; FMF), ates ve viicuttaki bazi zarlarin
tekrarlayici iltihabi ataklari ile karakterize bir hastaliktir. FMF hastaliginin nedeni olarak aktive olan beyaz kan
hiicreleri’nin tekrar inaktif hale donememesi bugiine kadar savunulmustur. Boyle bir beyaz kan hiicresi
aktivasyonunun varliginda olusabilecek oksidatif hasar olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢aligmada; kontrol grubundan kan alinarak oksidatif hasar ve antioksidan kapasite incelenecektir. Bu
proje ile FMF hastalar1’nin atak donemlerindeki oksidatif hasar boyutunu ortaya koymak amaglanmaktadir. Daha
once gerceklestirdigimiz Tiibitak projesinde (SBAG 2819/ 104S336) FMF hastalarinin atak disi donemlerini
oksidatif hasar yoniinden inceledik. Hastaligin her iki déneminin oksidatif hasar yoniinden incelenmesinin
hastaligin tedavisine de yeni bir yaklasim getirecegi diisiiniilmektedir. Kan alimi sorumlu hekim Dr. Ozgiir
Kadigesme’nin onayi ile gerceklestirilecektir.

Bu cgalisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger islemlerin
masraflar1 size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi yada ozel higbir kurum veya kurulusa
odetilmeyecektir. Goniillii bu ¢aligmaya katilmayr red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme
hakkina sahiptir. Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu aragtirma dis1 birakabilir. Bu
calismada yer aldigmiz siire igerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili saglhik kayitlariniz kesinlikle gizli
kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik
olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir.
Calisma verileri herhangi bir yaym ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler
izlenerek size ulagilamayacaktir. DNA Ornekleri sadece bu caligmada kullanilmak iizere alinacaktir. Alinan
biyolojik materyaller yurt disina gézetimimiz ve kontroliimiiz dahilinde gdtiiriilerek analiz yapilacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana yazih
ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Hastanin
Ad:

Olur Alma i§lemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Goérevlisinin
Adi:

Sovadi:

Tarih:

imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adi: Ozgiir

Sovadi: Kadicesme

Tel: 505 6631827, 543 2957843, 232 4122747

74



