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Gut, piirin katabolik yolu bozukluklar1 tarafindan tetiklenen, sinoviyal eklemler ve
dokularda monosodyum iirat (MSU) kristallerinin birikmesine yol agan, yiiksek
serum iirat seviyesi (hiperiirisemi) ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Serum
iirat konsantrasyonlarindaki artis (hiperiirisemi, >7.0 mg/dl) kikirdakta, sinovial
bursada, tendonlarda veya yumusak dokularda MSU Kkristallerinin birikmesiyle
ortaya c¢ikan enflamasyon seklinde kendini gosterir. Eklemlerde kristalize MSU
birikiminin gut i¢in merkezi bir risk faktorii oldugu artik genel olarak kabul
edilmektedir. MSU kristalleri giiclii enflamasyon indiikleyicisidirler. Bu kristaller
eklem i¢inde, lokal bir enflamatuvar reaksiyon olusumunu, nétrofil alimini ve pro-
enflamatuvar sitokinlerin yanm1 sira diger enflamatuvar aracilarin iretimini

tetiklemektedirler.



Sirkadiyen ritimler, bireylerin yasadiklar1 g¢evredeki giinliik degisikliklere gore
fizyolojik ve patolojik yanitlarin olusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Sirkadiyen ritmi diizenlemek igin salgilanan Melatonin (MLT), antienflamatuvar,
antitimor ve antiapoptotik etkilere sahiptir. Bunun yaninda MLT, reaktif tiirleri
dogrudan siipiirme ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak antioksidan
savunma sistemini modiile etme kapasitesi sayesinde oksidatif stresi azaltan gii¢lii bir
antioksidandir. MSU kristalleri en gii¢lii proenflamatuvar uyaranlar arasindadir.
Nétrofillerin MSU kristallerine verdigi yanitlar gut ile iliskili akut enflamatuvar
yanitin 6nemli bir bilesenidir. Son c¢alismalar, MLT’ de dahil olmak {izere cesitli
faktorlerin, nétrofillerin  ritmik gdcliniin ~ diizenlenmesinde rol oynadigim
gostermistir. Ancak endojen MLT’ in ritmik nétrofil gocilinli nasil diizenlediginin

altinda yatan mekanizmalar belirsizligini korumaktadir.

Bu c¢alismada, MLT 'in gut artriti iizerindeki potansiyel etkilerinin yani sira
melatonin yoksunlugunda gelisen gut artritinin arastirilmasi igin MSU Kristali ile
indiiklenen deneysel bir sican modeli kurulmustur. Bu ¢alismada yine MLT ile tedavi
edilen ve melatonin yoksunlugu yasayan gut artriti sicanlarda, anti-enflamatuvar ve

anti-oksidatif etkilerle iligkili olas1 altta yatan mekanizmalar da incelenmistir.

Calisma 250-300 g agirhginda 70 erkek Wistar Albino sigan1 iizerinde
gerceklestirildi. Siganlar 7 gruba ayrildi (Kontrol, Sham Pinealektomi (PINX),
Monosodyum  iirat  (MSU) (Model), MSU+MLT, PINX, PINX+MSU,
PINX+MSU+MLT grup) (n=10). PINX islemi yapilan gruplarda bu islem, deneyin
ilk giinii gerceklestirildi. MSU enjeksiyonu yapilan gruplarda MSU enjeksiyonlar,
30. giinde tek doz intraartikiiler olarak MSU (20mg/ml) 50 uL steril PBS hacminde
uygulandi. MLT enjeksiyonu yapilan gruplarda MLT enjeksiyonlari, deneyin ilk
giiniinden itibaren 30 giin boyunca 10 mg/kg dozda intraperitoneal olarak

gergeklestirildi.

Bizim ¢alismamizda siganlara PINX uygulanmasi ve MSU enjeksiyonu, GSH
seviyelerinde ciddi diisiislere neden olmustur. Bu azalma, artan oksidatif strese bagl

olabilir ve GSH' nin siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek ve onlar1 notralize



ederek oksidatif stresin iistesinden gelebilmek i¢in tiikendigini gostermektedir. MLT
takviyesi yapilan sican gruplarimizda GSH ve TAS diizeylerinde anlamli artiglar
gbzlemlenirken, total oksidan seviyelerinde (TOS) ve oksidatif stres indeksinde
(OSI) ciddi iyilesmeler oldugu gériilmiistiir. Calismamiza ait histopatolojik hasar
skorlar1 incelendiginde MSU’ nun kikirdak dokuda destriiksiyonunu, yer yer kemik
erozyonunu, c¢evre dokuda yaygin enflamatuvar hiicre infiltrasyonunu arttirdigi
melatoninin ise bu histopatolojik degisiklikleri belirgin olarak azalttig1

gbzlemlenmistir.

Antioksidanlarin kapasitelerinde azalma, serbest radikal iiretiminde artma ve
yaslanma siireci ile gut gibi hastaliklarin hem prevalanst hem de insidansi
artmaktadir. Endojen MLT’ in bu siirecteki koruyucu etkisi, serbest radikallerin
olusturdugu hiicresel hasarlar1 azaltmak ya da immiiniteyi diizenlemek suretiyle
kendini gostermektedir. Ancak endojen MLT’ in yetersiz kaldig1 durumlarda ise
muhtemel protektif etkinin devamliligi bakimindan eksojen MLT uygulamasi
ithtiyact olusabilmektedir. Sonu¢ olarak melatoninin gut hastaliginda goriilen
patolojik degisiklikler iizerine antioksidan ve antienflamatuvar etkisi sayesinde
tyilestirici etkiye sahip oldugu, bu nedenle medikal tedavi yaninda takviye olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bunun i¢in daha ileri klinik ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
Anahtar Sozciikler: Gut, Oksidatif Stres, Melatonin, Pinealektomy, Monosodyum

urat.
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Gout is a metabolic disease characterized by high serum urate level (hyperuricemia)
triggered by purine catabolic pathway disorders, leading to the accumulation of
monosodium urate (MSU) crystals in synovial joints and tissues. Increase in serum
urate concentrations (hyperuricemia, >7.0 mg/dL) is manifested in the inflammation
induced by the deposition of MSU crystals in cartilage, synovial bursa, tendons, or
soft tissues. It is currently accepted that the accumulation of crystallized MSU in the
joints is a central risk factor for gout. MSU crystals are potent inflammation
inducers. These crystals stimulate a local inflammatory reaction within the joint,
neutrophil recruitment, and the production of pro-inflammatory cytokines as well as

other inflammatory mediators.
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Circadian rhythms play a key role in the development of physiological and
pathological responses based on daily environmental variations. Melatonin (MLT) is
released to regulate the circadian rhythm, and has anti-inflammatory, antitumor and
antiapoptotic effects. Furthermore, MLT is a powerful antioxidant that reduces
oxidative stress due to its capacity to directly scavenge reactive species and modulate
the antioxidant defense system by increasing antioxidant enzyme activities. Recent
studies demonstrated that several factors, including MLT, play a role in the
regulation of the rhythmic migration of neutrophils. However, the mechanisms
underlying the regulation of the rhythmic neutrophil migration by endogenous MLT

remain unclear.

In the present study, an experimental MSU crystal-induced rat model was set up to
investigate the potential effects of MLT on gouty arthritis and gouty arthritis induced
by melatonin deprivation. In the study, possible underlying mechanisms associated
with anti-inflammatory and anti-oxidative effects were also investigated in rats with

gouty arthritis and melatonin deprivation treated with MLT.

The study was conducted on 70 male Wistar Albino rats that weighed 250-300 g.
Rats were divided into 7 groups. Control, Sham Pinealectomy (PINX), Monosodium
urate (MSU) (Model), MSU+MLT, PINX, PINX+MSU, PINX+MSU+MLT group
(n=10). In groups treated with PINX, this procedure was performed on the first day
of the experiment. In the groups that received MSU injection, MSU injections were
administered intraarticularly as a single dose (20mg/ml) in 50 pL sterile PBS volume
on the 30th day. In MLT injection groups, MLT injections were performed
intraperitoneally at a dose of 10 mg/kg for 30 days from the first day of the

experiment.

In our study, PINX procedure and MSU injection led to a significant decrease in
GSH level, which could be due to the increase in oxidative stress, indicating that
GSH was depleted to overcome oxidative stress via the reaction with and
neutralizing superoxide radicals. While significant increases were observed in GSH

and TAS in our rat groups treated with MLT, significant improvements were

viii



observed in total oxidant status (TOS) and oxidative stress index (OSI). The
histopathological damage scores determined in our study revealed that MSU
increased the cartilage tissue damage, bone erosion in certain regions, widespread
inflammatory cell infiltration in the surrounding tissue, while MLT significantly

reduced these histopathological changes.

Decreased antioxidant capacity, increased production of free radicals, and aging
increase both the prevalence and incidence of certain diseases such as gout. The
protective effect of endogenous MLT in this process is manifested by the reduction
in cellular damage induced by free radicals or by regulating immunity. However, in
cases where endogenous MLT is insufficient, the need for exogenous MLT
administration could be necessary to sustain the possible protective effects. Thus, it
could be suggested that melatonin could lead to improvements in the pathological
changes observed in gout due to its antioxidant and anti-inflammatory properties; and
thus, it could be employed as a supplement to medical treatment. However, further

clinical studies are required for more concrete evidence.

Keywords : Gout, Oxidative Stress, Melatonin, Pinealectomy, Monosodium
urate.
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Gut, irik asit seviyesinin kronik olarak doyma noktasinin {izerine yiikselmesini
takiben eklemlerde monosodyum iirat (MSU) kristalleri birikmesinden kaynaklanan
artritik bir durum olarak tanimlanabilir [1]. Gut, en yaygm olarak birinci
metatarsofalangeal eklemde, eklem boslugunda MSU’nun  ¢dkelmesinden
kaynaklanan agrili eklem iltihabi ile karakterizedir. Bu hastalik tipik olarak
Amerikan Romatoloji Koleji'nin klinik kriterleri kullanilarak teshis edilir. Teshis,
etkilenen eklemin sinovyal sivisinda MSU nun tanimlanmasiyla dogrulanabilir [2].
Gut, akut agrili artrit ataklar1 olarak kendini gosterir. Genellikle ayak bagparmagini
etkiler, ancak diger eklemleri de igerebilir. Akut gut ataginin dogal seyri genellikle 7-
10 giin siirer ve bunu, belirti ve semptomlarin tam olarak ortaya ¢iktig1 kritik bir
donem takip eder. Bazi hastalarda ilk ataktan sonra niiks goriilmezken, ¢ogu hastada
hastalik dogal seyrini izleyerek kronik enflamasyon, sik ataklar, tofiis olusumu ve

eklem yikimi ile karakterize ileri gut hastaligina yol acar [3].

Tarihsel olarak “yiirlinemez hastalik” ve “krallarin hastalig1” olarak adlandirilan gut,
ilk olarak M.O. 2640'de Misirlilar tarafindan tanindi. Daha sonra M.O. 5. yiizyilda
Hipokrat tarafindan podagra olarak isimlendirildi [4]. Gut, en yaygin enflamatuvar
eklem hastaliklarindan biridir ve prevalansinin % 0,1 ile % 10 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. Bu hastalifin bati iilkelerinde goriilme siklig1 giderek

artmaktadir [5].

Gut hastaliginin gelismesinden 6nce 7 mg/dL'nin iizerinde bir serum iirat asit (SUA)
ile tanimlanan hiperiirisemi ortaya ¢ikar [6]. Hiperiirisemi, siklikla yiiksek miktarda
piirin alimu ile birlikte {iratin renal atilimimin azalmasindan kaynaklanmaktadir. SUA
diizeyi ile gut gelisme riski arasinda giiclii bir iliski vardir. Hiperiirisemisi olan

kisilerde gut gelisme riski normal diizeylere sahip kisilere gére 30 kat daha fazladir.



Hiperiirisemi ve gut gelisimi degistirilemeyen (cinsiyet, yas, irk ve genetik) ve

degistirilebilen (diyet, yasam tarzi gibi) risk faktorlerini igermektedir [5].

Gut eski zamanlardan beri asir1 yeme-igme hastalig1 olarak bilinen bir hastaliktir.
Ancak son yillarda gut hastalifinin baslica nedeninin hiperiirisemi ve beslenme
aligkanliklar1 oldugu kanitlandi. Obezite, asir1 kirmizi et ve alkol tiiketimi baslica
nedensel faktorler olarak bilinmektedir. Fruktoz ve sekerli icecekler gibi daha dnce
g6z ard1 edilen yeni risk faktorleri de son yillarda tanimlanmistir. Gut sadece iirik
asit artis1, artrit ataklar1 ve kronik eklem hasari ile degil ayn1 zamanda 6l¢iilen risk
faktorlerinden bagimsiz olarak kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite i¢in de

bagimsiz bir risk faktoriidiir [7].

Akut gut, nonsteroid antienflamatuvar ilaglar, kortikosteroidler veya kolsisin ile
tedavi edilebilir [8]. Sebze ve az yagli veya yagsiz siit lriinleri tikketimi tegvik
edilmelidir. Loop ve tiyazid diliretiklerinin kullanimi1 iirik asit diizeylerini
artirabilirken, baz1 anjiyotensin reseptor blokeri kullanimi idrarla tirik asit atilimini
artirabilir. Urik asit seviyelerinin azaltilmasi gut alevlenmelerinden kaginmanin
anahtaridir. Allopurinol ve febuksostat, tekrarlayan gutun Onlenmesi igin birinci
basamak ilaglardir ve kolsisin ve/veya probenesid birinci basamak ajanlar1 tolere
edemeyen veya birinci basamak ajanlarin etkisiz oldugu hastalar i¢in 6nerilmektedir.
Urat diisiiriicii ilaglar alan hastalar, alevlenmeleri 6nlemek icin es zamanli olarak
nonsteroid antienflamatuvar ilaglar, kolsisin veya diisiik doz kortikosteroidlerle

tedavi edilmelidir [9].

Ilag tedavisin yan1 sira Avrupa Romatizmaya Karsi Ligi (EULAR) tiim gut hastalar:
icin yasam tarzi tavsiyeleri dnermektedir. Diyetle ilgili tavsiyeler alkolden, sekerle
tatlandirilmis igeceklerden, agir yemeklerden ve asir1 et ve deniz iiriinleri alimindan
kaginmay1 igerir, bu da piirinden diisiik bir diyeti yansitir [10]. Bu diyet, piirinlerin
parcalanmasi yoluyla tirat iiretildiginden, hiperiirisemi ve gut tedavisi i¢in bariz bir
secim gibi goriinmektedir. Et olarak piirinden zengin {irlinlerin artan alimi gercekten

de daha yiiksek SUA seviyeleri ile iliskilidir. Daha az &lgiide, bu durum deniz



tirlinleri i¢in de gecerlidir, ancak her ikisi de piirin agisindan zengin baklagiller i¢in

gegerli degildir [11].

Melatonin  (N-asetil-5-metoksitriptamin) (MLT), serotonin yoluyla esansiyel
aminoasit olan triptofandan tiiretilmis bir indolamindir [12]. Baslica iiretim yeri
beyinde bulunan pineal bezdir [13]. Melatonin, beyin-omurilik sivisi, tiikiiriik, safra,
eklem sivisi, amniyotik sivi ve anne siitii de dahil olmak {izere tim biyolojik sivilar
iginde mevcut bulunmaktadir [14, 15]. Melatonin, hidrofobik olmasi nedeniyle pasif
diftizyonla membranlari [16] ve kan-beyin bariyerini gegme yetenegine sahiptir [17].
Bunun yaninda Melatonin, reaktif tiirleri dogrudan siipirme ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini arttirarak antioksidan savunma sistemini modiile etme
kapasitesi sayesinde oksidatif stresi azaltan giicli bir antioksidandir [18].
Melatonin'in antioksidan aktivitesi, birbirini tamamlayici ti¢ farkli etkinin sonucudur:
(a) serbest radikal siipiiriicli olarak hareket etme kabiliyeti sayesinde direkt etki; (b)
serbest radikal liretimini azaltma yeteneginin bir sonucu olan indirekt etki (radikal

kaginma) ve (c) antioksidan enzimleri upregiile etme yetenegi [19].

Melatonin sahip oldugu bu o6zelliklerden dolay1 ve oksidatif stresle iligkili olmasi
nedeniyle MSU kaynakli gut artrit hastalarinda melatoninin iyilestirici etkisi
olacagini diislindiik. Bu amagla ¢alismamizda serumda lipid peroksidasyonunun son
tiriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) ile oksidatif bir belirte¢ olan dokunun
total oxidant seviyesi (TOS) ve total antioksidan seviyesi (TAS) diizeylerini, endojen
bir non enzimatik antioksidan olan rediikte glutatyon (GSH) seviyelerini ve
enzimatik antioksidanlar olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktivitelerine bakildi. Ayrica alman kan numunelerinden elde edilen serumda
enflamasyon belirteglerinden biri olan interlokin (IL)-6 diizeyleri 6lgiildii ve eklem

dokusunda da histopatolojik inceleme yapildi.



BOLUM 2

GUT

2.1. GUT TARIHCESI VE TANIMI

Gutun klasik tanimi (metarsofalangeal eklemi etkileyen dayanilmaz agri, sisme ve
eritem) ilk olarak M.O. 2640'ta Misirlilar tarafindan yapildi [20] ve daha sonra M.O.
400'de Yunanlilar tarafindan ayak anlamina gelen ‘pous’ ve ndbet anlamina gelen
‘agra’ kelimelerinden tiiretilerek "Podagra" olarak tanimlandi [21]. Gut sozcigii
Latince'de 'diigmek' anlamina gelen 'gutta' kelimesinden tiiretilmistir. Dort salginin
(kara safra, sar1 safra, kan ve balgam) dengesi bozuldugunda, bu salgilardan birinin
eklem icine diiserek veya akarak agri, sislik ve kizariklik semptomlarina neden

olduguna inanildigindan 'gutta’ kelimesi kullanilmustir [20].

Eskiden ozellikle et kaynakli zengin beslenme ve alkol tiiketiminden ortaya ¢iktigi
diisiiniildiiginden ‘zengin hastaligi’ olarak bilinmekteydi. Giiniimilizde gut, sadece
yasam tarzi faktorlerinden daha fazlasiyla iliskili oldugu bilinen ve klasik podagraya
ek olarak cesitli klinik sunumlar olarak ortaya cikabilen iyi tanimlanmis bir
romatolojik hastaliktir [7]. Gut artriti genellikle gutun ilk klinik belirtisidir ve tipik
olarak akut ve epizodik olarak ortaya cikar, ancak kronik artrite ilerleyebilir [22, 23].
Gut artritinin hem akut hem de kronik formlarinda dokularda biriken ve mevcut
olabilen MSU kristalleri tophi olarak adlandirilir. Progresif hastalikta, interstisyel
nefropati ve tirik asit nefrolitiazisi ortaya ¢ikabilir, ancak bu tipik olarak sadece uzun
siireli ve daha siddetli hiperiirisemi vakalar1 olan hastalarda ortaya ¢ikar. Gutun bu
renal belirtileri nadir olarak kabul edilir; bununla birlikte, genel olarak gut yaygin
olarak taninmakta ve daha yaygin hale gelmektedir [24]. Gut prevalansi artmaya
devam ederken, gut tan1 ve tedavisine yonelik cesitli yenilikler ve kanita dayali

giincellemeler yapilmaktadir. Tarihsel olarak, gut tedavisi biiytlik 6l¢iide gelenege ve



uzman gorlsiine dayanmaktadir, ancak son klinik arastirmalar, bu tarihsel hastalik

durumuna dair kanita dayali bilgiler saglamaktadir [4].

2.2. GUT EPIDEMIYOLOJIiSi VE ETiYOLOJiSi

Gut, kiiresel olarak en yaygin enflamatuvar artrit seklidir. Goriilme insidansi yasla
birlikte artar ve bu nedenle yaslanan popiilasyonlarda daha sik goriiliir. Gut
prevalansindaki egilimleri anlamak, ozellikle gutun erisilebilir ve ucuz tedaviler
kullanilarak "tedavi" edilebildigi icin, yeterli saglik hizmeti kaynak planlamasin
kolaylastirmak igin biiyiik 6nem tagimaktadir [25]. Gutun kiiresel prevalansi i¢in tek
bir deger sdylenemez. Bir popiilasyonda hastaliga sahip bireylerin orani, diinyanin
cesitli bolgelerinde oldukg¢a degiskendir gdsterir ve bir¢ok {ilke i¢in veriler eksiktir
[26]. En yiiksek prevalans Okyanusya iilkelerinde, 6zellikle bazi degerlerin >%10
oldugu Tayvanli aborjinler ve Maori gibi etnik gruplarda rapor edilmistir. Gut,
Kuzey Amerika ve Bati Avrupa'daki cogu iilkede yaygin olup, prevalansi %1-4
arasindadir. Buna karsilik, gutun eski Sovyetler Birligi bolgelerinde, Guatemala,
Iran, Malezya, Filipinler, Suudi Arabistan, Tiirkiye ve Afrika iilkelerinde nadir
goriildiigii bildirilmektedir. Gut artriti prevalansina iliskin tahminler, calisilan yas
gruplari, cinsiyet dagilimi, cografi konumlar, Ornekleme yontemleri, kullanilan
durumun tanimi, ¢alisma katilimcilariin etnik kdkenleri ve aragtirmanin takvim yih

arasindaki farkliliklar nedeniyle ¢alismalar arasinda farklilik gostermektedir [27].

Tiirkiye’de yapilan ¢ok amacgli epidemiyolojik bir ¢alismada tarama yapilan 2835
hastadan 247’si romatologlar tarafindan degerlendirmeye alinmistir. Bu hastalarda
iirik asit sonuglarina ve radyolojik goriintiilere goére 11 hastaya Wallace kriterlerine
gore gut tanist konulmustur. Yas ve cinsiyet diizeltmesi yapildiktan sonra prevelans

%0,33 olarak hesaplanmistir [28].

2.3. GUT RiSK FAKTORLERI

Erkeklerde gut gelistirme olasilig1 kadinlara kiyasla yaklasik 3 kat daha fazladir ve
en sik siyahi erkekler etkilenir [29, 30]. Gut insidansi hem erkeklerde hem de



kadinlarda yasla birlikte artar, yasa bagli en belirgin artts menopoz sonrasi
kadinlarda fark edilir. Gut ile iligkili tibbi durumlar arasinda metabolik sendrom,
bobrek yetmezligi, diyabet, hipertansiyon, kalp yetmezligi ve organ transplantasyonu
yer alir [31]. Renal iirat tasinmasinda rol oynayan genlerde (GLUT9, URAT1) nadir
goriilen genetik polimorfizmler tanimlanmistir ve gut gelisiminde rol oynadigi

diistiniilmektedir [32, 33]

2.3.1. Genetik

Genetik bir bilesenin gut gelisimine katkida bulundugu, klinik ve epidemiyolojik
kanitlarin yan1 sira genetik arastirmalardaki son gelismelerle desteklenmektedir.
Gutun degisen prevalansi etnik ve genetik farkliliklara isaret eder. Ek olarak, gutun

ailesel agregasyonunun varligini destekleyen kanitlar giigliidiir [34].

Belirgin hiperiirisemiye ve erken gut hastaligina neden olan nadir monogenik
bozukluklar, gut ve hiperiirisemi i¢in spesifik genleri tanimlama firsat1 saglar.
Ornegin, Lesch-Nyan sendromu ve ailesel jiivenil hiperiirisemik nefropati, sirasiyla
hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz eksikliginden ve fosforibosil-1-pirofosfat
sentetazin asir1 aktivitesinden kaynaklanir [35]. 2003 yilinda UMOD'da (iiromodulin
kodlayan) bir mutasyon, yiiksek gut riski veren ailesel jiivenil hiperiirisemik
nefropatinin nedeni olarak gosterildi [36]. Son yillarda gutun genetik nedenlerini
belirlemeye yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir. Yiiksek serum iirat seviyeleri ve gut
ile iliskili olarak farkli polimorfizmler tanimlanmistir. Bunlar arasinda, baslangigta
kemoterapi ilac1 akisina dahil olmasi nedeniyle bilinen ATP baglayici kaset tasiyici
ABCG2'deki (ATP baglayict kaset tasiyict izoformu G2) bir polimorfizm
vurgulanmistir [37]. 2013'te yaymlanan en yeni ve kapsamli GWAS, 140.000'den
fazla Avrupa soyundan gelen verileri birlestirdi ve serum iirat ile iligkili 28 lokus
tanimladi ve cogalttt [38]. Bunlardan 23'i gut ile nominal bir 6nem diizeyinde
iliskilendirilmistir [39]. Ozellikle, su anda bilinen tiim bu birliktelikler, SUA
seviyelerindeki varyansin sadece %7'sini olusturur, bu da bilinen spesifik genetik
iliskiler ile yiiksek SUA seviyeleri ve gutun kamtlanmis kalitsalligi arasinda

tanimlanamayan biiylik bir bosluk oldugunu diistindiiriir. Eksik kalitsallik, yaygin



karmasik bozukluklarda diizenli bir fenomendir ve muhtemelen cok zayif etkileri
olan tanimlanmamis ortak risk varyantlari, nadir penetran risk varyantlar1 ve diger
genetik risk varyantlari ile ¢evresel faktorler arasindaki hesaba katilmamis eklemeli

olmayan etkilesimlerle agiklanabilir [40, 41].

2.3.2. Diyet ve Alkol Tiiketimi

Gut gelisiminde diyet ve alkol tiiketiminin dnemli bir rolii oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Son yillarda bu iligkiyi destekleyen giiclii kanitlar ortaya c¢ikmistir
[42]. Birgok ¢alisma, piirinden zengin bir diyetin gut riskini artirdigin1 gostermistir
[43]. Piirinden zengin beslenmeyi gut ile iliskilendiren en saglam kanit, 1986'da 40-
75 yaslar arasindaki 51.529 erkegi kaydeden ABD'deki Saglik Profesyoneli Takip
Calismasindan (HPFS) gelmektedir [44]. HPFS'de alkol tiiketimi ile gut riski
arasinda, giinliik alkol tliketimindeki her 10 gramlik artis i¢in 1,17'lik nispi risk ile
bir doz-yanit iliskisi bulundu. Cesitli alkollii igecekler arasinda bira (alkoliin yani sira
purin guanozini igerir) en biiyiik riski tasir [45]. Alkolsiiz icecekler ve fruktoz alimin
da, fruktoza bagl hiperiirisemi ile iligkili gut vakalar1 goriilme riskinin doz-yanit ile

iliskisi oldugu bulundu [46].

2.3.3. Yas, Cinsiyet ve Sosyoekonomik Faktorler

Erkeklerde gut goriilme riski yasla birlikte artar ve her yas grubunda gut prevelansi
erkeklerde daha fazladir. Ancak menopozdan sonra kadinlarda gut riski artig
gostermektedir. Kadinlarda gut prevelansinin daha diisiik olmasinin temel sebebinin
Ostrojenin {rikoziirik etkisinden kaynaklandigir diisiiniilmektedir. Yapilan bir
calismada menopozdan sonra gut riskinin arttig1 ancak hormon tedavisiyle riskin
azaldig1 goriilmiistiir [47]. Diger sosyoekonomik faktorler de gut riski ile iliskilidir.
Bazi arastirmalar kirsal kesimde yasayanlarin sehirde yasayanlardan daha diisiik gut

riskine sahip oldugunu bildirmistir [48, 49].



Yapilan calismalar yasam kalitesinin de gutu etkiledigini gdstermektedir. Ornegin
Galler ve Ingiltere'de yapilan bir calismada yiiksek gelirli insanlarda gut

prevelansinin daha fazla oldugu goriilmiistiir [50].

2.3.4. Komorbidit Durumlar

Gut hastaligmi  metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastalik ve bdbrek
hastaliklartyla iliskilendiren birgok kanit vardir. Ornegin, obezitenin metabolik
sendromun bir parcasi olarak gut riskini artirdig: siirekli olarak bildirilmektedir. 70
yasinda kiimiilatif gut insidansi, viicut kiitlesi indeksi >35 kg/m2 olan kadinlarda
%11,8 iken, viicut kiitlesi indeksi <25 kg/m2 olanlarda sadece %1.9 idi [51].
Hipertansiyonu olan bireylerde gut hastaligi gelisme olasilig1 genellikle iki kat daha
fazladir [52]. Hiperiirisemi bobrek hastaliginin gelisimi ve ilerlemesi ile [53] ve
kronik bobrek hastaligi gut riskinde %60'lik bir artisla iliskilendirilmistir [54].
Niifusa dayali kanitlar, konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda gut vakasi riskinin
dort kat, bobrek hastaligi olan hastalarda igin ise alti kat arttigin1 gostermektedir [55].
Diger hastaliklarin da gut riskini artirdigi bulunmustur. Sedef hastaligi [56] ve orak
hiicreli anemi [57] olan hastalarda, muhtemelen artan hiicre dongiisii ve ardindan

artan SUA seviyelerine egilim nedeniyle gut vakasmin gelismesi daha olasidir.

2.3.5. Ilaglar

Bazi ilaglarin iirik asidin renal atithmim azaltarak SUA diizeylerini artirarak gut
riskini arttirdig1 bilinmektedir. Diiiretikler bu konuda en sik karsilasilan ilaglardir.
Yapilan bir ¢aligmada loop, tiyazid ve tiyazid benzeri diiiretiklerin sirasiyla 2.64,
1.70 ve 2.30'luk gut icin olasilik oranlari ile iliskili oldugunu ve bir loop ditiretigi ve
bir tiyazid diiiretigi kombinasyonunun yaklasik olarak gut hastalig: riskini bes kat
artirdigt bulunmustur [58]. Ayrica B-blokerler, anjiyotensin donistiiriicii enzim
inhibitorleri ve losartan olmayan anjiyotensin II antagonistleri dahil olmak iizere
diger antihipertansif ilaglar da gut vakalariyla iligkilendirilmistir. Bunun tersine, orta
diizeyde tirikoziirik 6zelliklere sahip olan kalsiyum kanal blokerleri ve losartan, daha

diisiik gut vakasi riski ile iligskilendirilmistir [59].



Her ikisi de immiinosupresyon i¢in kullanilan siklosporin ve takrolimus da renal {irat
atilimini azaltarak gut riskini artirir [60]. Siklosporin alan transplantasyon sonrasi
hastalarin %50-80'inde hiperiirisemi bulundu ve bu hastalarin %28'inde gut gelisti
[61]. Diisiik doz aspirin, pirazinamid ve niasin gibi bazi ilaglar renal iirat tasiyicilar

tizerinde etki ederek renal {irat atilimini azaltir [62].

2.4. PATOFIZYOLOJIi

Urik asit, endojen ve diyet piirin metabolizmasinin son metabolitidir. Bu, pKa's1 5.75
olan (lirik asit ve lirat konsantrasyonlarinin esit oldugu pH'da) zayif bir asittir. Hiicre
dis1 bolmede fizyolojik pH 7.4'te, lirik asidin %98'i iyonize iirat formundadir [63].
Hiicre dis1 bolmedeki yiiksek sodyum konsantrasyonu nedeniyle, iirat biiylik 6l¢iide
monosodyum iirat olarak bulunur ve diisiik ¢ozilinlirlik s yaklasik 380
umol/L'dir. Urat konsantrasyonlar1 380 pmol/L'yi astiginda, monosodyum iirat kristal
olusumu ve ¢okelme riski artar. Renal tiibiil boyunca asitlenen idrarda, idrar iirat,

¢ozlntrlugl distk tirik aside dontstiirilir [64].

Insan diyeti ¢ok az iirat igerir. Urat esas olarak karacigerde ve daha az oranda ince
bagirsakta tiretilir. Serum {irik asit liretimi, piirin alimi, hiicrelerde de novo sentez,
geri doniisiim ve plrin yolunun distal ucundaki ksantin oksidazin bozunma islevi
arasindaki dengeye baglidir. Piirinden zengin bir diyet, artan plazma {irik asit ve gut
arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir, ancak piirinden zengin bir diyet sadece
59-118 umol/L serum firik asitten sorumlu olabilir [65]. Miyeloproliferatif ve
lenfoproliferatif bozukluklar, sedef hastalig1 ve hemolitik anemi gibi bazi hastaliklar,
artan niikleik asit dongiisii ile iliskilidir ve bu da hiperiirisemiye yol agabilir. Urik
asidin agir1 liretiminin bir bagka nedeni, ATP degradasyonunun {irik asidin bir Onciisii
olan AMP'ye déniismesi ile ilgilidir [46]. Insanlar ve yiiksek primatlar, iirik asidi
yiiksek oranda ¢oziiniir allantoine indirgeyen irikaz enzimine sahip degildir. Bu
nedenle insanlarda iirat konsantrasyonlari, iirikaza sahip c¢ogu primat olmayan
memeli, balikk ve amfibiyenlerden ¢ok daha yliksektir. Sonug¢ olarak, insanlarda

fizyolojik tirat konsantrasyonu, ¢dzliniirliik siniria yakindir [66, 67].



Gastrointestinal sistem giinliik {iretilen iirik asidin iigte birini, bobrekler yaklasik tigte
ikisini salgilar. Renal mekanizmalar, bireylerin yaklasik %90'inda hiperiirisemiden
sorumludur, ¢iinkii renal trik asit atiliminin bozulmasi, iirat havuzundaki artigsin
altinda yatan ana mekanizmadir [64, 68]. Gut hastalari, benzer iirik asit atilim
oranlar1 elde etmek i¢in gutu olmayanlara gére 120-180 umol/L daha yiiksek fiirat
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyarlar [69]. Asir1 iirik asit iiretiminin neden oldugu
gut, tiim gut hastalarinin %10'undan daha azini temsil eder [70]. Bobrekler tarafindan
filtrelenen giinliik iirat yiikiinlin yaklasik %901 yeniden emilir ve bu silirece URAT1
(SLC22A12) dahil olmak iizere spesifik anyon tasiyicilart aracilik eder. Bu tasiyict
renal proksimal tiibiiler hiicrelerin apikal tarafinda yer alir ve iirat geri emiliminin
onemli bir belirleyicisidir [71, 72]. SLC2A9 tarafindan kodlanan GLUT9, insanlarda
SUA varyasyonunun %]1,7 ila %5,3"iinden sorumludur. Orijinal olarak glukoz tasiyici
ailesine homoloji ile klonlanan GLUT9, bir iirat tastyicist olarak tanimlanmistir. Urat
homeostazindaki rolii, tip 2 ailesel renal hipoiirisemi ile sonuclanan fonksiyon kayb1
mutasyonlarmin bulunmasiyla dogrulanmistir. Bu kalitsal hastalik, esas olarak
azalmis renal tiibiiler UA reabsorpsiyonuna ve yiiksek iirik asit fraksiyonel atilimina
bagh olarak diisik SUA seviyeleri ile karakterize edilir ve egzersize bagli akut

bobrek yetmezligi ve bobrek tagi olusumuna zemin hazirlar [73].

MSU kristallerinin eklemlerde ve bag dokusunda birikmesi, yiiksek derecede
enflamatuvar ancak lokalize tepkiler dogurur. MSU kristalleri olusturma duyarliligi,
piirin niikleotidlerinin metabolik yikiminin son iiriinlerinden biri olan ¢6ziiniir iiratin
kandaki asir1 diizeylerinin bir sonucudur [74]. Uratin eklem sivilarindaki
cOzlintrligl, eklemdeki diger faktorlerden etkilenir. Bu tiir faktorler arasinda
sicaklik, pH, katyonlarin konsantrasyonu, eklem dehidrasyon seviyesi ve
kiimelenmemis proteoglikanlar, ¢oziinmeyen kollajenler ve kondroitin siilfat gibi
cekirdek olusturucu maddelerin varligi yer alir. Ayrica, bu faktdrler birinci
metatarsal falangeal eklemde (diisiik sicakliga sahip periferik eklem) ve osteoartritik
eklemlerde (niikleasyon artiklari olan dejeneratif eklemler) gutun tercih edilmesini ve

(intraartikiiler dehidratasyon nedeniyle) agrinin gece baslamasini aciklayabilir [75].
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MSU, yogun bir enflamatuvar yaniti baslatabilen, giiclendirebilen ve siirdiirebilen
proenflamatuvar uyaranlardir [76]. Eklemlerde monosodyum tirat kristallerinin
cokelmesi, giiglii bir lokal enflamatuvar yanita neden olur. Kristaller, IL-1b, TNF-a
ve IL-8 gibi enflamasyon aracilarini iireten monositler tarafindan fagosite edilir. Bu
aracilar, Ozellikle notrofiller olmak tizere biiytik bir enflamatuvar hiicre akisina neden

olur [77].

MSU kristalleri ile karsilasan hiicreler siklooksijenaz 2, TNF alpha, interlokin-1 ve
IL-6 dahil olmak iizere gut artritinde katkida bulunan enflamatuvar mediatorler
dizisini eksprese eder. MSU, monositleri, Toll benzeri reseptdr (Toll-like receptor,
TLR) yolu ve iltihaplanma yoluyla aktive edebilir. Makrofajlar tarafindan ifade
edilen TLR2 ve TLR4 tarafindan hiicre dis1 tanmmmast MSU’nun interlkin 1
transkripsiyonunu indiikleyebilir ve TLR2 ve TLR4 sinyal iletimi, bir adaptor protein
olan MyD88'e dayanir [78]. Aktivasyonun ikinci bileseni, hem TLR2 hem de TLR4
ile islevsel olarak etkilesime giren ve kristalleri baglayabilen ve bu iirat kaynakli
iltihab1 tesvik edebilen, fagosit ifadeli bir model tanima reseptorii olan CD14'tiir

[79].

2.5. HIPERURISEMIi

Siirekli hiperiirisemi gut icin fizyolojik bir 6n kosuldur. SUA seviyeleri i¢in normal
araliklar, saglikli erkek ve kadin bireyler arasinda farklilik gosterdigi gibi iilkeler
arasinda da ve zamanla degisiklik gosterebilir. Bununla birlikte, gut patogenezi
agisindan, SUA seviyesi doyma esiginin iizerine c¢iktiginda MSU Kkristalleri
olusabilir. SUA seviyesi 37 °C'de yaklasik olarak 392 umol/l veya 6,6 mg/dl'lik bir
konsantrasyonda [80]. cogu popiilasyon i¢in normal araliktadir, bu nedenle gut
caligmalar1 i¢in yerel popiilasyon normlart tarafindan tanimlanan 'hiperiirisemi’
yerine spesifik SUA seviyeleri ¢ok onemlidir [81]. Almanya merkezli bir baska
calisma da hiperiirisemik hastalarda normal SUA seviyelerine sahip olanlara kiyasla
gut riskinin 32 kat arttigin1 bildirdi [82]. Fransa'da 1965 ile 1970 arasinda 4257
kisiyle yapilan ¢aligmada SUA seviyeleri sirastyla <6.0 mg/dl, 6.0-7.9 mg/dl ve >8,0
mg/dL olan hastalar i¢in gut prevelansi %1,3, %3,2 ve %17,6' yd1 [83].
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Serum trat iretimi piirin metabolizmasinin son asamasidir [84]. Primat olmayan
memelilerde, amfibilerde ve baliklarda iirik asit yiiksek oranda ¢dziiniir. Insanlar ise
allantoine doniistiiren tirikaz enziminden yoksundur [85]. Bu nedenle insanlarda tipik
serum iirat konsantrasyonu ¢oziiniirlik siirma yakindir ve insanlar bu yiizden
kendiliginden gut gelistirebilen tek canli tiirii olarak bilinir [86]. Uretilen serum {irat
miktar1 ile atilan miktar arasinda hassas bir denge vardir. Asir1 serum iirat, {irik asidin
asir1 iretiminden veya az atilmasindan dolayr birikebilir. Bu birikim hiperiirisemi
olarak bilinir ve 6,8-7,0 mg/dL'den yiiksek serum iirat konsantrasyonu olarak
degisken sekilde tamimlanir [87]. Gut hiperiirisemili tiim bireylerde kendini
gostermez. Aslinda, bir¢ok bireyde serum iirat konsantrasyonlari 7,0 mg/dL'den
yiiksek olan asemptomatik hiperiirisemi vardir ve gut ile ilgili higbir belirti veya
semptom gelistirmeyebilir. Alternatif olarak, 6 mg/dL'den az istenen serum {irat

konsantrasyonunda gut semptomlari yasanabilecek kisiler de vardir [88].

2.5.1. Urik Asit Asir1 Uretimi

Urik asit agir1 iiretimi nadirdir ve gut vakalarinin sadece %10'unu olusturur. Urik asit
plirin bazlarimin de novo sentezi, doku niikleik asidinin piirin niikleotidlerine
doniistiiriilmesi ve diyet piirinleri ile {iretilebilir [70]. Bu piirinlerin her biri ayn1 yola
metabolize edilerek iirik asit veya niikleik asit liretimine yol agar (Sekil 2.1). Bu
metabolik yol, birka¢ enzim sistemi tarafindan diizenlenir. Bilinen iki enzim
anormalligi, tirik asidin asir1 iiretimine yol agabilir: fosforibosil pirofosfat (PRPP)
sentetazin artan aktivitesi ve hipoksantin-guanin fosforibosiltransferaz (HGPRTaz)
eksikligi [4]. PRPP sentetazindaki bir artis, riboz 5-fosfatin tirik asit sentezinin bir
onciisii olan PRPP'ye artan doniisiimiine yol acar. PRPP ile birlestirilmis HGPRTaz,
hipoksantin ve guaninin sirastyla inosinik asit ve guanilik aside doniistiiriilmesinden
sorumludur, bunlar da sirastyla niikleik asitlere doniistiiriiliir. HGPRTaz eksikligi
varliginda, guanin ve hipoksantin, {irik aside metabolize olur ve purin yolunun ilk

adiminda glutamin ile eslesmek i¢in daha fazla serbest PRPP mevcuttur [89].
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Doku niikleik asitlerinin parcalanmasi, {irik asit asir1 dretiminin baska bir
mekanizmasidir. Miyeloproliferatif ve lenfoproliferatif bozukluklar, sedef hastaligi,
bazi anemi tiirleri ve bu bozukluklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan sitotoksik ilaglar,
niikleik asitlerin artan devrine ve hiicresel maddenin pargalanmasina sekonder olarak
etki gostererek hiperiirisemi ile sonuglanabilir. Popiiler diisiincenin aksine, diyetle
alinan piirinlerin agir1 lirik asit iiretimi tizerinde etkisi en azdir. Diyet tiikketimi klinik
gut hastalarinda dikkate alinmasi gereken bir faktor olsa da, piirin metabolizmasi

veya eliminasyon anormalligi olmadiginda 6nemli degildir[90].

2.5.2. Urik Asit Yetersiz Atilim

Urik asidin viicuttan atildig1 birincil mekanizma bdbrek yoludur. Bu yol, giinliik iirik

asit eliminasyonunun yaklasik ti¢te ikisini olusturur. Kalan ti¢te biri gastrointestinal
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sistem yoluyla atilir [91]. Urik asidin idrarla atilimi, iirik asit iiretiminden fazla
olmadiginda, hiperiirisemi ortaya ¢ikabilir [92]. Glomeriiler filtrasyon, tiibiiler
sekresyon ve postsekretuvar yeniden emilim dahil olmak ftizere iirik asidin
eliminasyonundan sorumlu bir¢ok renal mekanizma vardir. Renal olarak filtrelenen
tirik asidin yiizde doksani proksimal tiibiilde yeniden emilir ve esas olarak URAT
olmak iizere spesifik tasiyicilar tarafindan yonlendirilir [93, 94]. Urik asit geri
emilimi, artan sodyum yeniden emilimi ile arttirilabilir ve bazi ilaglar, tasima
mekanizmalarina miidahale ederek ve iirik asit klirensini azaltarak serum tiratini

yiikseltebilir.

MSU hiperiirisemi varliginda gelisebilir ve gutun klinik belirtilerine (6rn., akut gut
artriti) neden olabilir. Urat kristallerinin olusmasi icin en yaygin alan, muhtemelen
eklem sivilarindaki yiiksek lokal {irat konsantrasyonu ve diisiik sicaklik nedeniyle alt
ekstremitelerin periferik eklemleridir [95, 96]. Urat kristallerinin birikmesi, akut bir
enflamatuvar reaksiyonu tetikler. Hiicresel diizeyde, sinoviyositler ve makrofajlar,
gelismis tirat kristallerini i¢ine alan fagositler gibi davranir. Yanit olarak, interlokin-1
(IL-1) ve prostaglandinler gibi enflamatuvar sitokinler salinir. Prostaglandinler
dogrudan agriya ve eklem boslugunun iltihaplanmasina neden olur. IL-1, 16kotrienler
ve ek prostaglandinleri serbest birakmak i¢in sinovyum ve eklem bosluguna gegen
polimorfoniikleer 16kositleri alir. Bu enflamatuvar yanit, yogun eklem agrisi, eritem,

kizariklik ve sisme ile sonuglanir. Ates gibi sistemik semptomlar ortaya ¢ikabilir [4].

2.6. KLINIK EVRELEME

Gutun ana klinik 6zellikleri hiperiirisemi, akut monoartikiiler artrit, tofi, kronik artrit
ve nefrolitiazistir. Gutun klinik seyri 3 asamaya ayrilabilir (sekil 2.2). Evre I,
asemptomatik hiperiirisemi donemidir ve tipik olarak gut artritinin ilk ataginin ortaya

¢ikmasindan 6nce 20 ila 40 yil stirer [97].
Akut gutun en 6nemli 6zelligi akut monoartikiiler artrittir ve ortaya ¢iktiginda hasta

evre II'ye girer. Evre II gut, hastanin akut gut nobetleri gecirdigi ancak ataklar

arasinda semptomsuz oldugu bir donemdir. Hastaligin tipik seyri, zamanla ataklar
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arasindaki araligin kisalmasi ve ataklarin biraz daha hafif hale gelmesi seklindedir.
Ik atak patlayici bir sekilde baslar ve ¢ok ac1 vericidir. Nadiren, bireyler birkag saat
stiren daha hafif bir agr1 prodromu bildirirler. Akut gutun aci veren agrisina yogun
enflamasyon belirtileri eslik eder: sisme, eritem, sicaklik, asir1 hassasiyet ve bazen
diisiik dereceli ates. Nadiren de olsa yiiksek ates olusabilir. Akut ataklar genellikle
semptom baslangicindan 1-2 giin sonra zirve yapar. Tedavi edilmeyen ataklar 7 ila

14 giin stirebilir [97].

Hastalarin tamami olmasa da c¢ogu sonunda akut ataklarla birlikte kronik artritin
meydana geldigi evre Ill'e girer. Yumusak dokularda biriken MSU nodiiler kiitleleri
olan tofiler siklikla bu asamada goriiliir. Tofi, ortalama olarak ilk ataktan 12 y1l sonra

ortaya cikar [98].

Ik atak genellikle tek bir eklemi etkiler, ancak &zellikle kadinlarda birden fazla
eklem etkilenebilir. Gut artriti Oncelikle periferik eklemleri, ozellikle de alt
ekstremite eklemlerini etkiler. Birinci metatarsal falanks eklemi, ilk ataklarin
yarisindan fazlasinda ve bireylerin %90'inda es zamanda tutulur [99]. Alt ekstremite

eklemleri, iirat ¢oziiniirliigiinii azaltan diislik viicut sicakliklar1 nedeniyle daha sik

etkilenir [100].

Serum iirat diizeylerinde ani bir degisiklige neden olan herhangi bir faktor akut atagi
tetikleyebilir. Es zamanli bir hastalik, akut gut i¢in en yaygin provokasyonlardan
biridir. Gut Oykiisii olan hastalarin %86 kadar1 hastaneye yatirildiginda akut atak
gecirir [101]. Ataklar, hiperiirisemiye neden olan tiazid diiiretiklerinin kullanimini
veya serum tratini diisiirmek i¢in allopurinol veya diger tedavilerin baslatilmasini
takip edebilir. Agr1 ve iltihaplanma, {irat kristalleri hiimoral ve hiicresel enflamatuvar
siiregleri aktive ettiginde iiretilir. Urat kristalleri kompleman1 aktive eder ve
lizozomal enzimlerin, serbest radikallerin, I6kotrienlerin ve prostaglandin
metabolitlerinin salinmasina neden olmak i¢in nétrofillerle etkilesime girer.
Zamanla, fagositik mononiikleer hiicreler polimorfoniikleer hiicrelerin yerini alir ve

ardindan daha fazla enflamatuvar madde salgilar [102].
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Sekil 2.2. Gutun klinik seyri [97].

2.7. TANI VE GORUNTULEME

Avrupa Romatizma Karsit1 Birligi (EULAR) 2006 yilinda hem klinik uygulamaya
hem de gut tanisi i¢in mevcut en iyi kanitlara dayanarak oneriler gelistirmistir [103].
Sinovyal siv1 veya tofi aspirat analizi gut i¢in 6nemli bir tan1 yontemidir, ¢iinkii bu
orneklerde MSU’nun tanimlanmasini ve kesin taninin konulmasini saglar [104, 105].
Kiigtik birinci metatarsofalangeal eklemin aspirasyonu 6zel bir ilgi konusudur ¢iinkii
gut hastalarinin ¢ogu en az bir podagra atagi gecirmistir veya gecirecektir. Bu
eklemin aspirasyonu genellikle agrili ve yapilmas1 zor olarak diisiiniilse de, 25 gauge
igne ile iyi tolere edilir ve kristal tanimlama igin yeterli sinovyal sivi Ornegi
saglayabilir. 29-gauge'lik ince bir ignenin kullanilmasi da rahatsizlig1 azaltan yeterli

numuneler verebilir [106].

Klinik uygulamada cogu sinovyal sivi iltihapli eklemlerden aspire edilir.
Asemptomatik eklemlerden, 0Ozellikle dizlerden ve birinci metatarsofalangeal
eklemden elde edilen sinovyal sivida MSU saptanabilir [105, 107]. Bu siv1 aspire
edildikten sonra oda sicakliginda hizli bir sekilde incelenmelidir, ¢iinkii kristallerin

olusumu ve ¢oziniirligi sicaklik ve pH'dan etkilenir [108]. Bu kristaller siradan bir
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151k mikroskobu ile kolayca saptanabilir, ancak negatif ¢ift kirilimli kristallerin kesin
bir sekilde tanimlanmasi i¢in bir kompanzasyonlu polarizasyon mikroskobunun
kullanilmasi gerekir. MSU, sivri uclu ince veya igne sekilli yapilar olarak goriiniir.
Hem hiicre i¢i hem de hiicre disi olarak goriilebilirler. Direkt polarize 1s1k altinda,
giiclii bir sekilde cift kirilirlar ve siyah arka plana karsi ¢ok parlak goriniirler.
Dengelenmis polarize 1s1k altinda, yavas titresime paralel hizalandiginda sari, bir
dengeleyicinin yavas titresimine dik hizalandiginda mavidir [96]. Ozellikle gut ve
septik artrit ayni1 eklemde bir arada bulunabilir [109]. Bu nedenle septik artritten
siiphelenildiginde eklemde MSU olsa bile sinovyal sivi bakteri agisindan analiz

edilmelidir [103, 110].

Akut gut atagi sirasinda hastalarin tigte biri normal iirik asit konsantrasyonlarina
sahiptir. 5-7 giinliik diyet piirin kisitlamasindan sonra, normal bir erkek popiilasyonu
icin ortalama degerin iki standart sapma iizerinde iirik asit atilimini temsil eden 600
mg'dan fazla giinliik {irik asit atilimi, asir1 iiretim olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, hastalarin 24 saatlik idrar 6rnegini almadan 6nce 5-7 giin boyunca piirinsiz
bir diyette olmalar pratik degildir ve her durumda piirinsiz bir diyetin hastanin tipik
yasam tarzini temsil etmesi olas1 degildir. Yirmi dort saatlik idrar {irik asit atilima,
gut ve hiperiiriseminin ilk degerlendirmesinde iirat diisiiriicii ajanlarin se¢ilmesinde
ve hiperiiriseminin nedenini ayirt etmede onemlidir. Spot idrar iirik asit testi, asiri
irik asit tretiminin dogru bir gostergesi degildir ve daha cok sirkadiyen ritim

varyasyonuna tabidir [111].

Akut ataklardan etkilenen eklemlerin radyografileri, yeni gut tanisi icin yararh
degildir, cilinkii genellikle akut gut, uzun yillar boyunca diiz radyografide iltihapli
eklemi kaplayan spesifik olmayan yumusak doku sismesi disinda anormal bulgular
gostermez [109, 112]. Buna karsilik, yillarca aralikli epizodik artriti olan ve kronik
gutu olan hastalar, radyografide esas olarak kemige tofis infiltrasyonunun sonuglari
olmak {izere karakteristik Ozellikler gosterebilir [113]. Eksantrik nodiiler yumusak
doku belirginligi, liratin yumusak dokuda birikmesine eslik eder ve genellikle
hastaligin evriminde geg goriiliir. Kemik erozyonlar1 temel 6zelliklerdir ve ilk etapta

eklem disindadir. Tipik olarak, ¢ikintili kenarlar ve sklerotik kenarlarla kemigin uzun
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ekseni boyunca meydana gelir (sekil 2.3) [96]. Eklem aralig1 hastaligin ilerleyen

zamanlarina kadar ¢ok iyi korunmustur [96].

Sekil 2.3. Uratik artropati. Ikinci ve iigiincii parmaklarin proksimal interfalangeal
eklemlerinde yumusak doku sismesi ve bu eklemlerin kenarlarinda tipik
eklem dis1 erozyonlar [96].

Ultrasonografi, BT ve MRG gut tan1 ve degerlendirmesinde kullanilabilecek yeni
gelisen tekniklerdir. Ultrasonografi, kikirdakli yiizeylerde tofi materyali, erozyonlar
ve MSU’nun birikimini saptayabilir. MRG'de tofi, hem T1 agirlikli hem de T2
agirlikli goriintiilerde genellikle diisiik sinyal yogunlugu ve degisken bir iyilestirme
paterni gosterir. MRG, gutta spinal tutulumun arastirilmasi i¢in ozellikle 1ilgi
cekicidir. BT kemik erozyonu ve tofinin ¢ok iyi goriintiilenmesini saglar. Tiim bu
teknikler, gut hastaligindaki ilerlemeyi ve tedavi yanitini izleme agisindan halen

degerlendirilmektedir [114].
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2.8. DEGERLENDIRME

Gut artritinde kullanilan 0-10 gorsel analog skalas1 gut ataginin siddet yogunlugunu
ifade eder. 7-10 arasi1 puan siddetli, 5 veya 6 puan orta ve 4 ve dordiin alt1 puan hafif
olarak kabul edilir. Akut semptomlarin baslangicindan itibaren gecen siire de dikkate
alinir. Tutulumun kapsami, etkilenen aktif eklemlerin sayisini tanimlar ve kiigiik
eklemler, biiylik eklemler ve eklem boélgeleri arasinda ayirim yapar. Bu faktorler,
akut gut artritinin baslangi¢ tedavisi i¢cin monoterapinin mi yoksa kombinasyon
tedavisinin mi kullanilmas: gerektigini belirler. Ornegin, hasta tarafindan bildirilen
agr1 siddetliyse ve akut gut atagi ii¢ ayr1 biiyiik eklemi etkiliyorsa, uzman ekibi

monoterapi yerine baslangic kombinasyon farmakolojik tedavisini nerir [115].

2.9. TEDAVI

2.9.1. Nonfarmakolojik Tedavi

Akut gut artritinin tedavisi i¢in farmakolojik olmayan segenekler sinirhidir ve
yalnizca farmakolojik tedaviyi desteklemesi amaclanmistir. Topikal buzun lokal
uygulamasi sinirl kanitlarla desteklenmektedir ve 2012 Amerika Romatoloji Koleji
(ARK) kilavuzlarinda onerilen tek farmakolojik olmayan tedavidir [115]. Kiigiik bir
calismada, standart bakima ek olarak topikal buz tedavisi alan bir grup, kontrol
grubuna kiyasla agrida daha fazla azalma yasamistir [116]. ARK, kanitlanmis
etkinlik eksikligi nedeniyle akut gut ataklari i¢cin tamamlayic1 ajanlarin (Grnegin,
visne suyu veya 0zii, salisilat bakimindan zengin so6giit kabugu 6zii, zencefil, keten
tohumu, odun komiird, ¢ilek, frenk iiziimii, dulavratotu, eksi krema, zeytinyagi,

atkuyrugu, armut veya kereviz kokii) kullanilmasini 6zellikle dnermektedir [115].
2.9.2. Farmakolojik Tedavi
Akut gut i¢in farmakolojik tedavi, agrinin olmamasini ve eklem iltihabinin miimkiin

oldugunca hizli bir sekilde ¢oziilmesini amaclar. Farmakolojik tedavi olmadan gut

alevlenmesi 3 giin ile 2 hafta arasinda siirer. Genel olarak, anti-enflamatuvar tedavi
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hemen, tercihen akut gut alevlenmesinin baslamasindan sonraki 12 ila 24 saat i¢inde
baslatilmalidir. Birinci basamak tedavi secenekleri nonsteroid antienflamatuvar
ilaclar (NSAID'ler), glukokortikoidler ve kolsisindir. Tedavi genellikle semptomlari
24 saat sonra giderir. 3 madde grubundan hangisinin kullanilacagina hastanin eslik
eden hastaliklarina ve hekimin tecriibesine gore karar verilir. Ayrica akut gut
hastalarinda 6zellikle ditiretikler ve diisiik doz asetilsalisilik asit gibi hiperiirisemiye
neden olan ilaglarla tedaviye baglanmamasi ve yerlesik tedavi dozunun artirilmamasi

onerilmektedir [117].

2.9.2.1. Kolsisin

Kolsinin en erken rapor edilen kullanimi Bizansli doktor Alexander of Tralles
tarafindan yapilmistir. Sonbahar ¢igdeminden (Colchicum Autumnale) tiiretilen bir
alkaloid olan kolsisin, endotel hiicreleri iizerindeki E selektinleri ile etkilesimi
yoluyla nétrofil akisini ve goglinii inhibe ederek etki eder [118]. Bununla birlikte,
yan etkileri ve diger ilaglarla (statinler, amiodaron, verapamil, makrolid
antibiyotikler birkag isim) etkilesimi nedeniyle, kolsisin genellikle yerini ilk olarak
Steroid Olmayan Anti Inflamatuvar ilaglar (NSAIDS) almistir, ardindan
siklooksijenaz 2 (COX 2) inhibitorleri ve glukokortikoidler gelir [119].

2.9.2.2. Kortikosteroidler

Glukokortikoidler, alevlenmeleri onlemek i¢in etkinligi iyi bilinen gli¢lii anti-
enflamatuvarlardir. Calismalar, oral prednizolonun akut gut hastalarinda istirahatte
ve aktivitede agrinin tedavisinde bir NSAID'ninkine esdeger analjezik etkinlige sahip
oldugunu gostermektedir. Uzun yillardir, NSAID'ler ve kolsisin, akut gut i¢in birinci
basamak tedaviler olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, potansiyel yan etkileri ve
ilag etkilesimleri nedeniyle yash erigskinlerde ve komorbid durumlar1 olan hastalarda

kullanimlari sinirlidir [120].

AKR 2012 yonergeleri, baslangic dozu olarak 0,5 mg/kg prednizon veya esdegeri

onermektedir. Prednizon, atak tamamen c¢oziilene kadar bu seviyede devam
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ettirilebilir; alternatif olarak, Onceden tamimlanmis bir sivriltme stratejisi
kullanilabilir. NSAID'lere gelince, amag glukokortikoidleri en kisa uygun siire icin
kullanmaktir, ancak ¢ok kisa olmamalidir; ¢ok hizli bir sekilde sivrilmesi
alevlenmenin tekrarlamasina neden olabilir. Glukokortikoid toksisiteleri iyi
degerlendirilmektedir ve glukokortikoid toksisitesi riski daha uzun ve tekrarlayan
tedavilerde daha yiiksek olmakla birlikte, kisa siireli bir tedavi bile olumsuz etkilere
neden olabilir [121].

2.10. BESLENME TEDAVISi

Hiperiirisemiyi hedefleyen yeni farmakoterapiler nedeniyle, tibbi tedaviye genellikle
daha erken baslanmakta ve beslenme tedavisine daha az 6nem verilmektedir. Bu
yaklagimla birlikte, siklikla birden fazla komorbiditesi olan hastalarda ilag toksisitesi,
etkilesimleri ve ¢oklu ilag kullanimi gibi dogal riskler ortaya ¢ikar. Gut tedavisine
yaklagim diyet tedavisi ve yasam tarzi degisikligini iceriyorsa, iirik asit seviyelerini
diistirebilir ve ayrica siklikla gut ile birlikte goriilen metabolik sendromun uzun

vadeli sonuglarini potansiyel olarak hafifletebilir [122].

2.10.1. Piirinden Zengin Yiyecekler

Piirin igeren gidalar (1spanak, mantar, fasulye, bezelye, mercimek, kuskonmaz, gibi),
piirinlerin biyokimyasal bozunma son iirlinii iirat oldugundan bir¢ok erken gut
diyetinin hedefi olmustur. Bu sebzelerin riski azaltmasinin temel sebebi olarak lifler
oldugu diisiiniilmektedir. Lif aliminin artmasi hiperiirisemi riskini azaltmaktadir.
Lifli fidalarin adenin ve piirin absorpsiyonunu engelledigi diisiiniilmektedir [123].
Piirinden zengin gidalarin aliminin SUA diizeylerini ve gut riskini arttirdig

bilinmektedir. Ancak SUA ve gut riskine etkileri farkl1 olabilir.
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2.10.2. Fruktoz

Fruktoz meyve ve sebzelerde bulunan ve SUA diizeylerini arttirdign bilinen
monosakkaridtir. Son yillarda fruktoz ve misir surubu tiikketimi oldukc¢a fazla
artmistir. Bu da metabolik diyabet, metabolik sendrom, obezite ve gut gibi hastalik
insidanslarinda artiglarla iliskilidir. Obezite ve fruktoz alimindaki artis gutun artmis
prevalansiyla iligkilidir [124]. Yiiksek fruktoz igerikli diyetin asir1 tiiketiminin
instilin direnci ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu durum firik asit atilimini azaltip

iretimini artirabilmektedir [125].

2.10.3. Az Yagh Siit Tiiketimi

Gilinde en az bir porsiyon siit tiikketenlerin, tilketmeyenlere gore 0,25 mg/dL farkla
daha diisiik serum tirat degerine sahip oldugunu gostermektedir. Giin asir1 yogurt
alanlarda almayanlara gore daha diislik {irat seviyelerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Gut insidansi, siit triinleri alimi ile ters orantili goriinmektedir. En yiiksek siit
triiniinii  alan erkeklerde en diisiik dilime kiyasla rolatif risk 0,56'dir [122].
Glikomakropeptid ve G600'in, siitiin iirat seviyelerini azaltan aktif bilesenleri oldugu
varsayllmigtir. Azalmig iirat diizeylerinin arkasindaki varsayilan mekanizma, siit

tirtinlerindeki proteinin tirikoziirik etkisidir [126].

2.10.4. Kahve

Birgok c¢aligmada kafeinin serum iirat seviyelerini etkiledigi incelenmistir [127].
Ulusal Saglik ve Beslenme verilerine gore artan kahve alimiyla serum tiratin azaldig1
goriilmiistiir. Hi¢ kahve almayanla karsilastirildiginda giinde 4-5 fincan ve 6’dan
fazla alanlarda serum iirat seviyeleri sirasiyla 0,26 ve 0,43 mg/dL azalmistir [128].
Kahveye benzer sekilde yesil cay tiiketimiyle de serum firat seviyeleri azalmigtir

[129].

Yas, cinsiyet, VKI gibi degiskenler ayarlandiktan sonra bile kahve tiiketenlerde

serum tratin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Kafeinsiz kahve ve iirat arasinda da
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benzer bir ters iliski bulunmustur. Toplam kafein seviyeleri lirat seviyeleri ile iliskili
degildi, bu da kahvedeki kafein disinda bir seyin bu iliskiyi yonlendirdigini
gostermektedir [130].
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BOLUM 3
MELATONIN

Melatonin, N-asetil-5-metoksitriptamin, hemen hemen tiim canli organizmalarda,
dogada ise her yerde bulunan bir molekiildiir. Amfifilik difiizyon 06zellikleri
nedeniyle organizmanin herhangi bir bélmesinde bulunan bir indolamindir (Sekil
3.1). Omurgalilarda, 6zellikle memelilerde, ¢esitli dokularda lokal iiretime ek olarak
melatonin, epifiz bezi tarafindan merkezi olarak iiretilir ve bir hormon gorevi gorerek
dogrudan kana salinir. Epifiz bezi, memelilerde astrosit ve diger hiicre tiplerinin yan1
sira pinealosit adi verilen melatonin iireten hiicreleri iceren iigiincii ventrikiiliin

catisindan koken alan, eslesmemis bir epitalamik néroendokrin bezdir [131].

O
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Sekil 3.1. Melatonin [131].

Beynin {giincli ventrikiilinde bulunan epifiz bezi, Melatonin hormonunun
sentezlenmesinden sorumludur. Melatonin kimyasal yapisi ve diisiik molekiil agirlig
(278 kDa) nedeniyle hiicre i¢i ve hiicre dis1 hiicrelerde daha yiiksek yayilabilirlige
sahiptir. Melatonin, beyin disinda lenfositlerde, kemik iliginde, gozlerde ve

gastrointestinal sistemde de sentezlenir [132].
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Sempatik terminallerden salinan norepinefrin, pinealositlerin membranindaki klasik
beta ve alfa noradrenerjik reseptorler ile etkileserek melatonin sentezini tetiklemek

icin cAMP-PKA-CREB ve PLC-Ca++-PKC yolaklarini aktive eder [133].

Triptofan ile baslayan melatonin biyosentezi, tiim organizmalarda dort enzimatik
adim igerir. Triptofan O6nce dekarboksilasyon ve hidroksilasyon igeren serotonine
dontstiirtiliir. Farkli taksonlarda melatonin iiretimine yol agan serotonin sentezi i¢in
iki strateji vardir. Mikroorganizmalarda ve bitkilerde serotoninin biyosentetik yolu,
omurgalilarinkinden farklhidir. Triptofan, triptofan dekarboksilaz (TDC) tarafindan
triptamine dekarboksillenir, ardindan bitkilerde triptamin 5-hidroksilaz (T5H)
tarafindan katalize edilen serotonin biyosentezi gelir. Buna karsilik, serotonin
tiretiminde ilk adim olan triptofan dekarboksilasyonundan ziyade, hayvanlar dnce 5-
hidroksitriptofan olusturmak ig¢in triptofan hidroksilaz (TPH) kullanan hidroksilat
triptofan ve daha sonra serotonin olusturmak igin aromatik amino asit dekarboksilaz
(AADC) tarafindan 5-hidroksitriptofan dekarboksilatlanir. Triptofan ve melatonin
arasinda, serotonin, biyosentetik siirecin her biri melatonin iiretmek icin iki ardisik
enzimatik adim igeren iki potansiyel yolu kullandig1 anahtar bir ara maddedir. Bu
adimlar, son iirin olan melatonin olusturmak i¢in serotonini katalize eder; buna
serotonin N-asetiltransferaz (NAT) ve N-asetilserotonin O-metiltransferaz dahildir
[134].

Ana kontrol sirkadiyen zamanlama sistemi, esas olarak hipotalamik suprakiazmatik
cekirdekler tarafindan gerceklestirilir, bu kez melatonin sentezi, gece ile siki bir
sekilde sinirlandirilarak, aydinlik/karanlik dongiisiiyle senkronize olarak giinliik
olarak {retilir. Isik uyarisi (esas olarak mavi aralikta), retinohipotalamik yol
aracilifiyla hipotalamusa yansiyan retinal fotoreseptif ganglion hiicrelerinde

melanopsin yikimini aktive ederek melatonin sentezini inhibe eder [135].

Amfifilik yapist nedeniyle melatonin, pinealositlerin icinde depolanmaz,
sentezlenirken salinir. Epifiz bezi bolca vaskiilarizedir ve dorsal ve posterior tiglincii
ventrikiil duvarma baglanmasi melatoninin gece boyunca merkezi sinir sisteminin

beyin omurilik sivisina ve ayrica kan dolasimina salinmasina izin verir.
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Kanda melatonin genellikle albiimine baglanir, sitokrom P450 izoformlar1 (esas
olarak CYP1A?2) tarafindan 6-hidroksimelatonin‘e metabolize edilir ve sonraki idrar
atilimi i¢in karacigerde 6-siilfatoksimelatonin ile konjuge olur. 6-siilfatoksimelatonin
iretimi, melatoninin plazma seviyelerini miikemmel bir sekilde yansitir, bu nedenle
idrar Ol¢limii, epifiz fonksiyonunu ve melatonin iiretimini degerlendirmek i¢in daha
az miidahaleci bir yontemdir. Merkezi sinir sisteminde melatonin, N-asetil-N2-
formil-5-metoksikinuramine  (AFMK) indirgenir ve bu da N-asetil-5-
metoksikinuramin'e (AMK) doniisiir [136].

Melatonin, eski bir kimyasal haberci olarak, birkac¢ pleiotropik etki mekanizmasi
gelistirmistir [137]. Birincisi, hiicresel reseptorler tarafindan aracilik edilmeyen ve
antioksidan etkisi olarak melatonin ve diger molekiillerin dogrudan etkilesimini
iceren mekanizmalar vardir. Melatonin, yalnizca oksijen ve nitrojen reaktif tiirleri
dogrudan selatlayarak degil, ayn1 zamanda hiicre i¢i antioksidan enzimatik sistemi
harekete gegirerek de en giiclii dogal antioksidanlardan biridir. ikincisi, diger
hormonlar gibi melatonin de spesifik hiicresel reseptorler araciligiyla etki eder.
Memelilerde membran melatonin reseptorleri iki tiptir, MT1 (MTNR1A) ve MT2
(MTNR1B). Bu membran melatonin reseptorleri, adenilil siklaz, fosfolipaz A2 ve
fosfolipaz C gibi akis asag1 haberciler ile etkilesime giren, genellikle cAMP ve
cGMP {retimini azaltan ve/veya diagilgliserol ve IP3 olusumunu artiran
heterotrimerik Gi/Go ve Gqg/11 protein-bagli reseptorlerdir. MT1 ve MT2 reseptorleri
hemen hemen tiim periferik dokularda ve ayrica merkezi sinir sisteminde bulunur

[138].

3.1. MELATONIN VE GUT

Melatonin pineal bezden 6zellikle geceleri salgilanan ¢ok fonksiyonlu pleiotropik bir
hormondur [132]. Omurgalilarda dolasimdaki melatonin esas olarak epifiz bezi
tarafindan tiretilir ve ayrica gastrointestinal sistem, deri ve retina gibi diger organlar
tarafindan da iiretilebilir [139]. Melatonin ayrica uykunun baslatilmasi, ruh halinin
diizenlenmesi, cinsel davranisin kontrolii ve otonom sinir sistemi dahil olmak {izere

birgok fizyolojik siirecte yer alan ¢ok islevli bir molekiildiir [140].
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Giiclii bir antioksidan olarak melatonin, ¢esitli organlarda radyasyonun neden
oldugu toksisiteyi iyilestirebilecek uygun bagisiklik diizenleyici ozellikler
gostermistir. Bu etkilere, melatoninin iyonlastirict radyasyona karst doku
reaksiyonunun farkli seviyelerinde ¢esitli modiilator etkileri aracilik eder. DNA
onarim sistemi, antioksidan enzimler, bagisiklik hiicreleri, sitokinlerin salgilanmasi,
transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar iizerindeki etkileri en Onemlileridir

[141].

Son caligmalar ayrica melatoninin ¢esitli hiicrelerde  NLRP3 ekspresyonunu
engelleyebilecegini ve anti-enflamatuvar bir rol oynayabilecegini gdsterdi. Ornegin
melatonin, adipositlerde NLRP3 ekspresyonunu inhibe eder ve yag dokusunda
enflamasyonu inhibe eder. Hem akut akciger hasarinda hem de beyin hasarinda
melatonin, septik farelerde makrofajlarda NLRP3 aktivasyonunu inhibe eder ve
farelerin hayatta kalma siiresini uzatir. Bununla birlikte, melatoninin gut ile iligkili

akut enflamasyonda bir rol oynayip oynamadigi belirsizligini koruyor [142].

NLRP3 enflamatuvar hiicreleri, IL-1 ve IL-18'in salgilanmasini tesvik ederek
enflamatuvar kaspaz aktivasyonunda onemli roller oynayan hiicre i¢i poliprotein
kompleksleridir [143]. NLRP3, ii¢ bolimden (NRR-Nacht-PYD) olusan NOD
benzeri bir reseptordiir ve biiyiik Olglide makrofajlar, monositler ve nétrofiller
tizerinde eksprese edilir ve enflamatuvar yollar1 baslatmak icin bir model tanima

reseptorii (PRR) gorevi goriir [144].

Bir¢ok ¢alisma gut ve NLRP3 yolu arasindaki yakin iliskiyi dogrulamaktadir. Gut
iltihabinin baslamasi, makrofajlarda NLRP3'in aktivasyonu ile yakindan iliskilidir.
Caligmalar, makrofajlarin sodyum klorofosfat ile inhibe edilmesinin farelerde akut
gut iltthabin1 O6nemli Olclide azaltabildigini gostermistir, bu da makrofajlarin
iltihaplanma gelisimini yonlendirdigini disiindiirmektedir [145]. Makrofajlar,
enflamatuvar yamitta 6nemli roller oynar ve makrofajlardaki enflamatuvar yol,
dogustan gelen bagisiklik sisteminin ilk savunma hattinin 6nemli bir bilesenidir.
Bakteriyel enfeksiyon sirasinda, makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri, ilk olarak IL-6

ve TNF-a gibi enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu indiiklemek ve ayni anda
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NLRP3 ve IL-1B'yi yukar regiile etmek i¢in patojenle iliskili molekiiler modeller
(PAMP'ler) tarafindan uyarilir. PAMP'ler tarafindan indiiklenen aktivasyon,
makrofajlardaki duyarlilagtirma sinyalidir (ilk sinyal olarak da bilinir). Daha sonra,

duyarli hale getirilmis makrofajlar, bakteri veya konak¢i hiicreler tarafindan
salgilanan ikinci bir sinyal ile aktive edilir, bu da kaspaz-1 ve IL-1p aktivasyonuna
yol acar ve enflamatuvar yanit1 daha da gii¢lendiren enflamatuvar hiicre 6liimiiniin

olusumunu indiikler [142].
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BOLUM 4

ENFLAMASYON

Enflamasyon, patojenleri ortadan kaldirarak, doku onarimini ve iyilesmesini tegvik
ederek, konakc¢iyr bakterilerden, virlislerden, toksinlerden ve enfeksiyonlardan
koruyan, immiin ve immiin olmayan hiicrelerin aktivasyonu ile karakterize evrimsel
olarak korunmus bir siirectir [146]. Enflamasyon akut veya kronik olabilir. Akut
enflamasyon kisa bir siire i¢gin devam ederse enfeksiyonlara ve alerjenlere karsi
konak savunmasini olusturur, uzun siiren kronik enflamasyon ise kanser, kalp damar
hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, vb. dahil olmak
tizere bir¢ok kronik hastaliga yol agar [147]. Akut enflamasyon dogustan gelen bir
immiin savunma seklidir ve biiyiik dl¢iide notrofiller ve eozinofiller gibi graniilosit
efektor hiicrelerin aracilik ettii yaralanma, enfeksiyon ve tahrige verilen birincil
tepkilerden birini temsil eder [148]. Enflamatuvar yollar1 hedef almak, bu 6liimciil
hastaliklarin 6nlenmesinde ve yok edilmesinde yiiksek potansiyele sahiptir [149].
Akut enflamasyon, 16kositleri ve plazma proteinlerini (ve daha sonraki bir asamada
antikorlar1) enfeksiyon veya yaralanma bdlgelerine ¢ekerek enfeksiyonla miicadele
eden dogustan ve edinilmis bagisiklig1 kolaylastirir. Akut enflamasyon, birkag¢ giin
veya hafta devam eder; dis uyaranin varligim1 gerektirir. Cesitli bagigiklik hiicreleri
tarafindan olusturulan uzun stireli veya daha yogun infiltrasyon, akut enflamasyonu,
dis uyaranlarin varliginin ¢ok 6tesinde, aylar veya yillar boyunca devam eden kronik
enflamasyona doniistiirebilir [150]. Enflamatuvar yanitin zamaninda sonlandirilmast,
yersiz doku hasarmi 6nlemek ve steril veya mikrobiyal enflamatuvar hareketlerden
sonra doku biitiinliigiiniin yeniden olusturulmasinmi tegvik etmek icin biiyliik 6nem
tasir. Akut notrofilik enflamasyonun ¢6ziilmesi, proenflamatuvar medyatorlerin asagi
regiilasyonu, daha fazla nd6trofil aliminin  sonlandirilmast ve nétrofillerin
temizlenmesi dahil olmak iizere iyi diizenlenmis bir dizi islem gerektirir [151, 152].
Enflamasyon, insan viicudunda temel bir savunma mekanizmasidir. Cesitli

immiinositler ve molekiiller, iltihaplanma sirasinda viicudu korumak i¢in endojen ve
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eksojen patojenik maddeleri ortadan kaldiran muazzam bir diizenleyici ag olusturur.
Bununla birlikte, agin dengesizligine yol acan asir1 enflamatuvar reaksiyonlar ve
uzun siireli enflamasyon durumlart daha fazla doku hasarina neden olabilir [153].
Notrofiller olarak bilinen bagisiklik hiicreleri, iyilesme siirecine yardimci olmak igin
bir yaralanma sonrasi veya bir enfeksiyon sirasinda enflamasyonu tesvik ederler.
Bununla birlikte, eger ¢ok uzun stire aktif kalirlarsa, ayn1 zamanda doku hasarina ve
enflamatuvar hastaliklara neden olabilirler. Notrofiller genellikle ¢ok kisa bir dmre
sahiptir ve apoptoz olarak bilinen diizenlenmis bir iglemle oliirler. Notrofillerde
apoptozu uyarmanin yollarin1 bulmak, enflamatuvar hastaliklar i¢in daha 1yi tedaviler
gelistirmenin anahtar1 olabilir [154]. Hiicre yaslanmasi da bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonundan bagimsiz olarak kronik enflamasyona neden olan proenflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasini uyarir [155]. Yaslanma sirasinda meydana gelen en biiyiik
degisikliklerden biri, kronik sistemik enflamatuvar bir duruma yol agan immiin
yanitin diizensizligidir [156]. Enflamasyon, altta yatan patojenik enfeksiyonlardan
veya yaralanmalardan korunmada bagisiklik sisteminin baslica koruyucu 6zelligidir.
Homeostazin korunmasinda konak¢t immiin hiicrelerin normal enflamatuvar
stiregleri, mukozal, bag ve epitel bariyerlerini ve proenflamatuvar sinyallemeyi
olusturur. Bununla birlikte, stres, genetik ve yas gibi ¢esitli etiyolojik faktorlere bagl
olarak viicuttaki herhangi bir fizyolojik degisiklik, homeostazda dengesizlige ve
patojenik bakterilerin bag dokularina ve sinovyal eklemlere niifuz etmesine yol
acarak abartili enflamasyon a ve hastaligin patogenezine katkida bulunur [157, 158].

Bir hastadaki artritin enflamatuvar kaynakli olup olmadigini ayirt etmek, hastayi
daha fazla teshis etmek ve yonetmek i¢in ilk adimdir. Enflamatuvar artrit genellikle
klasik enflamasyon semptomlariyla iligkilidir — agr1 (dolor), kizariklik (rubor),
sicaklik (calor), sisme (tumor) ve fonksiyon kaybi (functio laesa), ancak tiim

ozellikler her zaman mevcut olmayabilir [159].
4.1. KLASIK ENFLAMASYON SEMPTOMLARI
Agrt ve davranigsal semptomlarda proenflamatuvar bir siire¢ s6z konusu olabilir.

Enflamasyon ile yorgunluk, agr1 ve depresyon arasinda ortak bir baglanti geligebilir

[160]. Akut enflamasyon doku yaralanmasina veya enfeksiyona kars1 dogal bir
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fizyolojik yanit iken, kronik enflamasyon uyuzdur ve 6nemli miktarda ters agriya
neden olur [161]. Kronik enflamatuvar agri, hastalarin yasam kalitesini biiyiik 6l¢iide
etkileyen ciddi bir klinik problemdir. Mikroglia aracili ndroenflamasyon,
enflamatuvar agrinin patojenik ilerlemesinde kritik role sahibtir [162]. Ciltte
kizariklik veya ciltte kirmizimsi renk degisikligi, tahris belirtisidir. Fizyolojik olarak
dokudaki gegici vazodilatasyon ve hiperemi, gozle goriiniir karakterdedir [163].
Kirmiz1 renk, lokal ve sistemik cilt kosullarinda yaygindir [164]. Soguk ve sicak ayn1
zamanda enflamatuvar uyariy1 giiclendirebilir. Belirli kosullar altinda, tiim viicut
hipertermisinin immiinosupresif etkileri vardir. Kronik ve artan enflamasyon 1sidan
daha ¢ok etkilenir [165]. Akut enflamasyonda, lokal enflamatuvar uyari etkilenen
bolgede sislik olusumunu tetikler [166]. Sisligin nedenleri ¢esitlidir. Genel klinik
belirtiler asagidaki dort grupta siniflandirilabilir: (a) enflamasyonlu akut sislik, (b)
ilerleyici olmayan sislik, (c) yavas ilerleyen sislik ve (d) hizli ilerleyen sislik [167].
Bu semptomlarin birinin ya da bir kaginin varlig1 organ ya da bolgede fonksiyon

kaybina yol acabilmektedir [168].

4.2. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres (OS), oksidatif ve antioksidatif siire¢ler arasindaki fizyolojik
dengesizligi ifade eder. Artan oksidasyon, nétrofilerin enflamatuvar infiltrasyonuna,
proteaz sekresyonunda artisa ve ¢ok sayida oksidatif aracilarin iiretimine yol agar
[169]. Radikal (6rnegin oksijen (O--2), hidroksil (OHe), siiperoksit iyonu (O-—),
nitrik oksit (NO)) ve radikal olmayan (6rnegin hidrojen peroksit  (H202),
peroksinitrit (ONOO-+—), aldehitler (HCOR)) oksijen tiirleri dahil olmak iizere ROS,
oksijen metabolizmasi sirasinda iretilen pro-oksidan molekiillerdir. ROS {iretimi,
homeostazi korumak i¢in ROS'u detoksifiye eden karmasik bir antioksidan sistem
tarafindan dengelenir [170, 171]. Diger baz1 ROS kaynaklar1 NADPH oksidaz ve
ksantin oksidazdir [172]. Uretimleri fizyolojik ve diizenlenmis bir siire¢ olmasina
ragmen, yiikksek ROS seviyeleri zararlidir. Normal kosullarda ROS, antioksidanlar
tarafindan temizlenir. Artan iiretim ve/veya azalan klirens nedeniyle ROS seviyeleri
yiikseldiginde, hiicre oksidatif stres ad1 verilen ve potansiyel olarak lipid, protein ve

DNA hasarina yol agan bir stres durumuna girer [173].
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Antioksidanlar ve antioksidatif enzimler gibi koruyucu mekanizmalar, hiicrelerdeki
fizyolojik ROS konsantrasyonlarin1 korurken, dis ve i¢ uyaranlar, ilgili ROS
olusturan ve parcalayan enzimlerin aktivitesini degistirerek ROS miktarini
etkilemektedir. ROS'un patofizyolojik seviyeleri, biyokimyasal ve sinyal siireglerini
degistirerek veya hatta DNA, RNA ve proteinlerde oksidatif hasara neden olarak
enflamasyon hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, yara iyilesmesi, ndronal aktivite,
tireme ve davranig gibi bir ¢ok hayati hiicresel siire¢ ve fonksyona miidahale eder
[174, 175]. Kronik oksidatif stresin zararli etkileri, daha hizli yasglanmayi, DNA
mutasyonlarii, en kotlii durumlarda malign degisiklikler ve hiicresel 6lim dahil

olmak iizere birgok hastaligin gelisimini ve ilerlemesini tetikleyebilir [176].

Oksidatif stres viicutta cesitli antioksidan mekanizmalar1 tetiklediginden, lipit
peroksidasyon iirlinleri ve antioksidan ozelliklere sahip endojen enzimler gibi
biyobelirtegler tanimlanmis ve memelilerde oksidatif stresi degerlendirmek icin
kullanilmistir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan malondialdehit
(MDA), oksidatif stresin bir biyolojik belirteci olarak yaygin olarak kullanilmaktadir
[177]. MDA, plazmada o6lgiilebilen ve etkin bir lipid peroksidasyon belirteci ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) aktivitesinin dolayli bir indeksi olarak hizmet eden lipid

peroksidasyonunun bir terminal tiriintidiir [178].

Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD) dahil
olmak {izere enzimatik antioksidanlar, ROS hasarin1 kontrol eden endojen
antioksidanlardir, oysa karotenler, flavonoidler, indirgenmis glutatyon, bilirubin,
koenzim Q ve vitamin C, eksojen antioksidanlarin kaynaklaridir [179]. Siiperoksit
dismutazlar (SOD'lar), viicuttaki oksidatif strese kars1 antioksidan savunmada 6nemli
bir rol oynayan metalloenzimlerdir. Bu nedenle SOD takviyesi, serbest radikal
fazlaliginin nétralizasyonu i¢in endojen antioksidan mekanizmay1 tetikleyebilir ve
cesitli patolojik ortamlarda kullanilabilir [180]. SOD'lar, okaryotlarda ve bazi
prokaryotlarda bulunan metalloenzimlerdir. SOD'lar sitozolde, mitokondriyal ig
membranda (Cu, Zn-SOD veya SOD1), mitokondriyal matriste ve i¢ zarda (Mn-SOD
veya SOD?2) ve hiicre dis1 boliimde (Cu, Zn-SOD veya SOD3) bulunurlar [181, 182].
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Hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasar1 dnlemek veya onarmak ve
ayrica redoksa duyarli sinyal yollarini diizenlemek i¢in ¢ok sayida antioksidan igerir.
SOD, CAT ve GSH’mn antioksidan enzim aktivitesini dlgmek i¢in genel protokoller
aciklanmistir. SOD'lar siiperoksit radikalini hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene
dontstiiriirken, katalaz ve peroksidazlar hidrojen peroksiti suya doniistiiriir. Bu
sekilde iki toksik tiir (siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit), zararsiz hale
doniistiiriilir [183]. Antioksidan enzimler CAT ve SOD, organizmalar1 toksik
maddelerin olumsuz etkilerinden korumak icin etkili savunma bariyerleri olarak
kabul edilir [184]. CAT, su ve oksijen liretmek i¢in hiicresel hidrojen peroksiti yok
ederek oksidatif stresi 6nemli Ol¢iide azaltan onemli antioksidan enzimlerden biridir
[185].

4.2.1. Oksidatif Stres ve Gut

Enflamatuvar siirece ek olarak, gut ile iligkili erken olaylardan biri de oksidatif
strestir. Bu oksidatif durum, ROS ve proenflamatuvar sitokinlerin iiretimi tarafindan
tetiklenir [186]. Fizyolojik kosullar altinda ROS firetimi yasam igin esastir, ¢iinkii
fagositlerin bakterisidal aktivitesi, sinyal iletimi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve
redoks durumu gibi ¢ok sayida mekanizmada yer alirlar [187]. Oksidatif stres ROS
tretimi ile antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizligin sonucudur. Yiiksek
kimyasal reaktiviteleri nedeniyle ROS farkli biyomolekiillerde hasara neden olabilir.
Ornegin; peroksidaz gibi oksijen serbest radikallerinin iiretildigi yag asitleri veya
membran lipidlerin peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 bunlara
ornektir [188]. ROS iiretimi mitokondride elektron transport zincirinde oksijen

kullanim1 sonucunda olusur [189].

ROS ayrica NADPH oksidaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz tarafindan
katalize edilen enzimatik reaksiyonlarda, arasidonik asit yolunda ve organik
bilesiklerin oto oksidasyonunda salinir. Siiperoksit (O2—) radikalinin diger bir ana
kaynagi, sinovyal membrana sizan nétrofillerden ve makrofajlardan gelen NADPH

oksidazdir. Endotel hiicreleri, fibroblastlar ve kondrositler gibi fagositik olmayan
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bircok hiicrenin de NADPH oksidaz bilesenlerini eksprese ettigi ve serbest oksijen

radikalleri tirettigi bildirilmistir [190].

O2—, endotel hiicrelerine ve hiicre dis1 matrikse zarar veren, mikrovaskiilatiir
gecirgenligini artiran ve noétrofillerin enflamasyon odaklarina gogiinii destekleyen
oksidatif bir bilesiktir. O2—, serbest demir veya bakir iyonlar1 ile etkilesime
girdiginde hidroksil radikali (HO—) gibi daha agresif bir ROS'a doniistiiriilebilir
[191].

Lipid peroksidasyon iirlinlerinden o6zellikle MDA, kikirdak hiicrelerinde
tanimlanmistir, ROS aktivitesinin ikincil aracilar1 olarak hareket eder ve hyaluronik
asidin depolimerizasyonuna, kollajen ve proteoglikanlarin bozulmasina, proteinlerin
oksidasyonuna ve proliferasyonun inhibisyonuna yol acar. Yiiksek malondialdehit
diizeylerine ragmen SOD ve CAT gibi antioksidanlar az miktarda eksprese
edilmektedir [192]. Buna karsilik, sinoviyositler daha fazla miktarda SOD, glutatyon
peroksidaz (GPx) ve CAT firetir. Bu hiicreler, nitrik oksit (NO—), O2—, OH—, alkoksit
(RO-), ROO— ve H20>, hipokloroz asit (HOCI), ozon (O3) ve singlet oksijen (AO>)
gibi elektronik olarak kararsiz molekiillerde artis nedeniyle oksidatif stres olusumuna
bagli bir enflamatuvar siireci tetikleyerek dogustan gelen bagisiklik tepkisinin bir
pargasini olusturur [193]. Antioksidan enzimlerin yiiksek iiretiminin, hiicresel stres
durumunu telafi etmek amaciyla MSU'ya maruz kalan TPH-1 hiicrelerinin
aktivasyonunda oldugu gibi, ROS tarafindan Nrf2 aktivasyonundan kaynaklaniyor
olmas1 miimkiindiir [194]. Gutda kristallerin NO— [195] tiretimini arttirdig1 ve eger
Oo— ile birlesirse peroksinitrit (ONOO-) iiretildigi ve bunu etkiledigi bilinmektedir
[62].

Kiristallerin immiinoglobulinleri, lipidleri ve kompleman faktorlerini ¢ekebildigini
gosteren caligmalar liiteratiirde mevcuttur vardir bu da c¢esitli hiicrelerdeki
reseptorlere baglanan immiin komplekslerin olusumuna neden olur. Ortiz-Bravo ve
ark. bir ¢alismada MSU Kkristallerini kaplayan proteinlerin enflamasyon gelistikce
degistigini gostermiglerdir. Protein kaplamalari, gut iltihabinin kendi kendini

sinirlayan dogasinda 6nemli bir rol oynayabilir. 1gG kaplama MSU kristalleri,
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enflamatuvar siireci iyilestirebilir ve Apo B kristaller {izerindeki bolgeleri yarigsmali
bir sekilde kaplayarak IgG'nin yerini alabilir ve akut gut ataginin ¢oziilmesine
katkida bulunabilir [196]. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, bir grup fare serum
IgM antikorunun iirik asidin kristallesmesini kolaylastirdigini, bu antikorlarin {irik
asit kristallerini bagladigin1 ve bu immiinoglobulinlerin iirik asit kristalizasyonu ve
immiinojenisite destekleyen pozitif bir geri besleme dongiisiinlin pargasi

olabilecegini diisiindirmektedir [197].

MSU'nun fagositozunu gergeklestirirken nétrofiller ROS olusumu, sitokin salinimu,
proteazlar, arasidonik asit {riinleri, prostaglandinler ve miyeloperoksidaz {ireten
kristaller tarafindan destabilize edilen fagolizozomlar1 indiikler, membran
bozulmasini ve hiicre 6limiinii ve ayrica hiicre dis1 tuzak olusumunu tetikler. Bu
tuzak notrofil elastaz, katepsin G ve laktotransferrin gibi gevsetilmis kromatin ve

graniil proteinlerden olusur [198].

Aktif bir hiicre 6lim mekanizmas1 apoptoz ve nekrozdan farklidir ve NADPH
oksidaz tarafindan ROS iiretimine baghidir. NO—'nin elektron tasima zinciri
komplekslerindeki bir degisiklik nedeniyle sinoviyositlerin hiicresel canliligini
azalttigina, adenozin trifosfat (ATP) olusumunu azalttigina ve apoptozu artirdiina

dair bulgular vardir [199].

MSU kristallerine ve IFN y'ye maruz kalan sinovyal hiicrelerde, NO—'nin
indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz enziminin (iNOS) asir1 ekspresyonu yoluyla
tirettildigi gosterilmistir [199]. Chen ve ark., in vitro monosit/makrofajlarda MSU
stimiilasyonuna yanit olarak iNOS proteini ve mRNA ekspresyonlarinin yukar1 dogru

diizenlendigini gostermistir [200].

Akut gut artritinde tedavinin temel amaci, agrinin hizli bir sekilde giderilmesini
saglamak ve enflamatuvar durumun neden oldugu sakatligi en aza indirmektir.
Steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar (NSAID'ler), COX-2 inhibitorleri ve

kolsisin, akut gut ataklar1 i¢in genellikle birinci basamak ajanlar olarak kullanilir.
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COX-2 inhibitorleri, COX-2 'nin aktivitesini azaltir ve Kkolsisin enflamatuvar

hiicrelerin gogiinii engeller [201].
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BOLUM 5

GEREC VE YONTEMLER

5.1. GERECLER

5.1.1. Kimyasal Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Tez galigsmasi sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO4),
tiyobarbitrik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H202), disodium etilendiamin tetraasetik asit
(Na2EDTA), potasyum sodyum tartarat, bakir (II) stilfat, sodyum hidroksit, ksantin
oksidaz, bakir (II) kloriir, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum
karbonat, total antioksidan seviyesi (TAS) (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep
Tirkiye) ve total oksidan seviyesi (TOS) (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep
Tiirkiye) kitleri ile interlokin 6 [Bioassay Technology Laboratory (BT Lab, CIN)]

kiti kulanilmastir.

Calismada kullanilan aletler; manyetik karistirict (Termal N11150M), otomatik
pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmali santrifiij (Niive NF 1200R), mikrosantrifiij (Niive NF 048),
spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre
(PG Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizator (Hangzhou Bioprep-24),
sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayict (Thermo Fisher Wellwash
888).
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5.2. YONTEMLER

5.2.1. Deney Hayvanlarin Bakim

Bu c¢alismada 250-300 gr agirhiginda 70 adet wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Siganlar 7 gruba (n=10) ayrildi. Deneyler siiresince 21+1°C sicaklik ve 12
saat 1s1k/karanlik periyoduna sahip ortamda tutulan hayvanlar, normal musluk suyu

ve standart si¢an yemi ile ad libitum olarak beslendiler.

Calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Protokol No: 2020-10-07/05). Tim deneysel
prosediirler, deney hayvanlarinin kullanimina iliskin Hayvan Etik Kurulu

Yonergelerine uygun olarak gerceklestirilmistir.

5.2.2. Rat Deney Protokolii

Caligmanin ilk giiniinden itibaren gruplarda bulunan hayvanlara asagida belirtilen

uygulamalar ve islemler yapildi.

e Kontrol grup: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir islem yapilmadi.

e Sham Pinealektomi (PINX) grup: Bu gruptaki si¢anlara ¢alismanin ilk giinii
sham PINX yapildi. Ilk giinden itibaren 30 giin boyunca intraperitoneal (i.p.)
%0,9 serum fizyolojik (MLT ¢dziiciisii) enjeksiyonu yapildi ve c¢alismanin
30. giinlinde tek doz intraartikiiler (i.a.) 50 pl fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS;
MSU ¢éziiciisii) enjeksiyonu yapildi.

e Monosodyum iirat (MSU) (Model) grup: Bu gruptaki siganlara ¢alismanin
ilk giliniinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT ¢oziiciisii enjeksiyonu
yapildi. 30. giinde tek doz i.a. MSU (20mg/ml) 50 uL steril PBS hacminde
enjekte edildi [202].

e MSU+MLT grup: Bu gruptaki siganlara calismanin ilk giiniinden itibaren 30
giin boyunca i.p. MLT enjeksiyonu [203] yapildi. 30. giinde tek doz i.a. 50 ul
MSU enjeksiyonu yapildi.
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e PINX grup: Bu gruptaki siganlara ¢calismanin ilk giinii PINX islemi yapildi.

e PINX+MSU grup: Bu gruptaki sicanlara calismanin ilk giinii PINX islemi
yapildi. Caligmanin ilk giiniinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT ¢oziiciisii
enjeksiyonu yapildi. 30. giinde tek doz i.a. 50 pl MSU enjeksiyonu yapildi.

e PINX+MSU+MLT grup: Bu gruptaki sicanlara ¢alismanm ilk giinii PINX
islemi yapildi. Calismanin ilk giliniinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT
(10 mg/kg/giin) enjeksiyonu yapildi. 30. giinde tek doz i.a. 50 ul MSU
enjeksiyonu yapildi.

Tiim bu gruplardaki hayvanlara yapilacak islemlerin ardindan (30. giinde) her siganin
ayak bilegi ekleminin g¢evresi dijital bir kumpas ile ol¢iildii. Ayak bilegindeki 6dem
olusumu, ayak bilegi c¢evresinde bir artis olarak degerlendirildi [204]. Gut
indiiksiyonundan 24 saat sonra (ayak bileginin ¢evresi Olglimleri sonrasi) sicanlar
dekapite edildi, kan ve eklem dokular1 alindi. Alinan kan numunelerinden elde edilen
serumda lipid peroksidasyonunun son firiinlerinden biri olan malondialdehit (MDA)
ile endojen bir non enzimatik antioksidan olan rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ve
enzimatik antioksidanlar olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim

aktiviteleri belirlendi. Ayrica eklem dokusunda histopatolojik inceleme yapildi.

5.2.2.1. Pinealektomi islemi

Anesteziye aliman siganlarin iki gozii arasindan esit mesafede, burnun gerisinden
enseye dogru olmak tizere kafatas1 derisine bir kesi yapildi. Periost siyrilarak lambda
ortaya c¢ikarildi. Kafatasinin iist kismima mikro freze matkap (Proxxon MICROMOT
50/E, Almanya) ile pensin ucunun girebilecegi dl¢iide dairesel bir kesi yapildi. Kesi
yapilan yerden pens ile girilerek venodz siniis altinda yer alan pineal bez tek parca
halinde ¢ikarildi. Daha sonra kesilmis olan kemik pargas1 yerine yerlestirilerek kafa

derisi dikilerek %10 povidon iyodin siiriildii.
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5.2.2.2. Melatonin (MLT) Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

Melatonin’in ¢dzdiiriilmesi i¢in etanol (0.5%) kullanildi ve serum fizyolojik ile
uygun konsantrasyona ayarlandi. Elde edilen ¢ozeltideki etanoliin  final
konsantrasyonunun 0.5%’den fazla olmamasina dikkat edildi [205]. Sicanlarin
bulundugu gruplara gore ¢alismanin ilk giinlinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT
(10 mg/kg/giin) veya ¢oziiciisii enjekte edildi [203].

5.2.2.3. Monosodyum Urat (MSU) Kristallerinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

MSU kristalleri (20mg/ml), 50 pL steril fosfat tampon cozeltisi (PBS) hacminde
ayarlandi. Sigcanlar, i.p. olarak 80 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg ksilazin ile anestezi
altina alind1 [206]. Anestezi sonrasi, her sicanin sol tibio-tarsal ekleminin (ayak
bilegi eklemi) medial tarafina 50 pL PBS hacminde MSU enjekte edildi [202].

5.2.3. Ayak Bileginin Cevresi ve Eklem Deri Sicakhk Degisimlerinin

Degerlendirmesi

Tiim gruplardaki hayvanlara yapilacak islemlerin ardindan (30. giinde) her sicanin
sol tibio-tarsal ekleminin ¢evresi 0, 2, 8, 16 ve 24 saat sonra dijital bir kumpas ile
Olctildii. Aynmi sekilde bu siganlarin eklem sicakliklar1 da hassas bir termometre ile

olgtldi.

5.2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney sonunda denekler i.p. olarak 80 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG,
Avustralya) ve 8 mg/kg ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumbhuriyeti) ile anestezi altinda
dekapite edilerek kan ve ayak bilegi eklem dokular1 alindi. Kan 6rnekleri santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi ve biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in dondurucuda (-

80°C) saklandi.
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5.2.5. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda deneklere intraperitoneal yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasi/Tiirkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) ile anestezi
uygulandiktan sonra laparatomi iglemi ile abdominal ven’den tiiplere kan alinarak
hayvanlar dekapite edilmistir. Tiiplere alinan kan numuneleri pihtilasmanin
gerceklesmesi i¢in oda 1sisinda yaklasik olarak bir saat kadar bekledikten sonra 4000
rpm’de 20 dakika santrifiij islemi yapilarak serum numuneleri elde edilmistir. Serum
numuneleri biyokimyasal testleri yapmak {izere ependorf tiiplere ayrildiktan sonra

analiz giintline kadar -80 C°’de derin dondurucuda saklandi.

5.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii serumlar derin dondurucudan alinarak malondialdehit (MDA),
indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) analizi ile
toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS), oksidatif stres

indeksi (OSI), interlokin-6 (IL-6) ve protein seviyelerini belirlemek icin kullanilds.

5.2.5.2. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi

Serum Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Ol¢iimii

Serum MDA analizi Ohkawa ve arkadaglarmm [207] tarif ettigi yonteme bagh
kalinarak yapilmistir. Serumlar, kapakli cam tiip igersinde %1°lik H3P0s ve %0.6’lik
tiyobarbitiirik asit ile karistirildiktan sonra tiip kapaklarinin tizeri aliiminyum folyo
ile sikica sarildiktan sonra 45 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
Daha sonra karisim, n-butanol ile ekstrakte edildikten sonra santrifiij islemiyle n-
butanol fazinda ayrilan pembe renk deney gruplarina gére mikroplaka kuyucuklarina
yerlestirilerek ELISA okuyucuda 535 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve MDA seviyesini
hesaplamak icin kullanildi. Koér olarak n-butanol ve standard olarak

tetrametoksipropan kullanildi. Bulgular nmol/g olarak elde edilmistir.
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Serum Rediikte-Glutatyon (GSH) Seviyesinin Ol¢iimii

Serum rediikte glutatyon (GSH) analizi Ellman’m [208] tarif ettigi yonteme bagh
kalinarak yapilmistir. Serumlar deproteinize edildikten sonra ependorf tiip igersinde
5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokularak sari-yesil renk
olusmasi i¢in inkubasyona birakildi. Olusan renkli iirlin deney gruplarma gore
mikroplakalara yerlestirilerek ELISA okuyucuda 410 nm dalga boyunda 6lgiildii ve
GSH seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor olarak distile su ve standard olarak
S5mM/L’lik stok GSH ¢6zeltisinden hazirlanan farkli diliisyonlar kullanildi. Bulgular

nmol/g olarak elde edildi.

Serum Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum SOD aktiviteleri, Sun ve arkadaslarinin [209] yontemine bagli kalinarak
yapildi. Deney ortaminda ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu ile siiperoksit
radikalleri olusur. Olusan bu radikaller ortamdaki NBT’ yi (nitro blue tetrazolium)
indirgeyerek mavi renkli formazan olusmasina neden olur. Serum SOD aktiviteleri
olusan bu mavi renkli formazanm 560 nm'de ELISA okuyucuda &lgiilmesi ile

yapildi. Bulgular U/g protein olarak elde edildi.

Serum Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum CAT aktiviteleri Aebi ve arkadaglarinin [210] yontemine bagli kalinarak
yapildi. Deney ortaminda siipernatan ile H,O> igeren fosfat tamponu (pH: 7.5 mM)
karigtirildi. Serum CAT aktivitesi ile H202, H2O ve O2' e parcalanir. Ortamdaki
hidrojen peroksitlerin yikimlanmasi 240 nm'de absorbans azalmasina neden olur.
CAT aktivitesini hesaplamak i¢in absorbanstaki azalma 1 dakika boyunca gozlendi.

Bulgular K/g protein olarak elde edildi.
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Serum Protein Seviyesinin Ol¢iimii

Serum SOD ve CAT enzim aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in protein diizeyleri Lowry
ve arkadaslarinin [211] yontemine bagli kalinarak yapildi. Olusan mavi renk 700 nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda &lgiilerek protein igeriginin hesaplanmasinda
kullanildi. Bulgular mg/ml olarak elde edildi.

Serum Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Ol¢iimii

Serum TOS diizeylerinin dl¢iilmesi Erel’in metoduna bagli kalinarak yapildi [212].
Total Oksidan Seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Tiirkiye)
prosediiriine bagl kalinarak kullanilarak ¢aligildi. Olusan renkli bilesikler 530 nm
dalga boyunda ELISA okuyucu ile olgiilerek serum TOS seviyelerinin
hesaplanmasinda kullanildi. Standart olarak 20 pmol/L’lik H20> solusyonu
kullanildi. Bulgular umol Trolox equiv /L olarak elde edildi.

Serum Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Olciimii

Serum TAS diizeylerinin 6l¢iimii  Erel’in metoduna bagl kalinarak yapild: [213].
Total Antioksidan seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tirkiye)
prosediiriine bagli kalinarak calisildi. Kit talimatlarina mikroplakalara konan
supernatant {izerine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci okuma ve reaktif 2 ilave
edilerek ikinci okuma yapilmistir. Elde edilen iki absorbans arasindaki farklar
belirlenerek serum TAS diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildi. Kalibrator olarak E
vitamininin suda ¢0ziiniir bir analogu olan Trolox kullanildi. Bulgular mmol H20>

Equiv/L olarak belirlendi.
Serum Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Ol¢iimii
Serum OSI 6l¢iimii, Erel’in metoduna [213] bagl kalmarak hesaplandi. OSI, TOS'un

TAS'a boliinmesine esittir: OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol Trolox eqv/l) / TAS
(mmol H202eqv/1) x 10. Bulgular Arbitrary Unit (AU) olarak belirlendi.
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Serum IL-6 Seviyesinin Ol¢iimii

Serum IL-6 seviyeleri Bioassay Technology Laboratory (BT Lab, CIN) firmasindan
satin alman Rat ELISA kitinde (Cat. No E0135Ra), kit protokoliine sadik kalmarak

calisildi ve sonuglar pg/ml olarak verildi.

5.2.6. Histopatolojik Analiz

Isik mikroskobik takip ve incelemeler Mugla Sitki Kogman Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Histokimya Laboratuvari’nda
yapildi. Deney sonunda sakrifiye edilen siganlardan alinan dokular fikse olmasi i¢in
%10’luk noétral tamponlanmis formaline (NTF) (104003, Formaldehyde solution
%37, Merck, ABD) konuldu. Fiksasyon isleminin bitmesini takiben parcalar 24 saat
boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Dokular kesilebilirligin saglanmasi i¢in
%10’ lik ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) soliisyonunda (pH 7.4) oda
1sisinda (ortalama 28°C) ~4 hafta siire ile dekalsifiye edildi. Bu siire icerisinde her 2-
3 giinde bir EDTA solusyonu degistirildi. Bu islemin ardindan doku ornekleri %70,
% 80, %95 ve %96’ lik artan alkol serilerinden gegirildi (Etanol, 1.00971.2500,
Merck, ABD). Seffaflama 2x30 dakika ksilol (108661, Merck, USA) ile
gergeklestirildi. Ardindan 1 saat parafin (Surgipath EM-400, Leica, GER) icerisinde
bekletildi. Doku takibi i¢in Leica TP 1020 (Leica, GER) doku takibi cihazi
kullanildi. Gomme islemi sonrasi bloklar sogumaya birakildi. Parafin bloklardan
Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 6 um’lik kesitler 151k mikroskopik
inceleme icin jelatin kapli lamlara alindi. Kesitlere genel histolojik yapiy
gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi kullanildi.
Kesitler deparafinizasyon asamasi icin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki

ksilol icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan H-E boyama protokolii uygulandi.

Histopatolojik skorlama:

Preparatlar histopatolojik degisiklikler icin incelenerek, kikirdak

destriiksiyonu/kemik erozyonu ve ¢evre dokuda enflamasyon agisindan

44



semikantitatif olarak 0-3 arasinda skorlandi (Ahmed ve ark. 2010). Kikirdak
destriiksiyonu/kemik erozyonu igin; (0) degisiklik yok, (1) hafif derecede degisiklik,
(3) orta derecede degisiklik ve (3) yaygin degisiklik olarak skorlandi. Cevre dokuda
enflamasyon i¢in; (0) hiicresel infiltrasyon yok, (1) az sayida enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, (2) orta derecede enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve (3) yiiksek
derecede enflamatuvar hiicre infiltrasyonu olarak skorlandi. Preparatlar Nikon
Eclipse 80i 151k mikroskobu (Tokyo, JAPAN) ve Nikon goriintii analiz sistemi
(Tokyo, JAPAN) ile incelendi ve fotograflari ¢ekildi, Hematoksilen & Eozin boyama
protokolii Cizelge (5.1) deki gibi uygulanda.

Cizelge 5.1. Hematoksilen & Eozin boyama protokolii.

% 100 Alkol 2 dakika
% 96 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoksilen (1.09253.2500, Papanicolaous Harris )
Hematoksilen, Merck, ABD) 3 dakika
Akarsu 5 dakika
Akarsuda yikama Daldir ¢ikar
Amonyakli su Doku mor renk alana kadar
Akarsu Daldir ¢gikar
Distile suda yikama 5 dakika
Eozin (05-10003/L, Bio-optica, ITA) 1.5 dakika
% 80 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
Ksilol 30 dakika
Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatild
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5.2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programi ile yapildi. Tiim sonuglar aritmetik ortalama =+ standart hata (SE) olarak
ifade edildi. Tim gruplardaki oOlgiilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik
testine gore normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tiim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarin
ikili karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 6

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

6.1.1. Oksidatif Stres Belirteclerinin Diizeyleri

Gruplarin oksidan-antioksidan diizeylerini ortaya koymak i¢in doku MDA, GSH,
SOD, CAT diizeyleri galigildi. Oksidatif stres Diizeyleri Cizelge 6.1’de sunulmustur.

Cizelge 6.1. Ortalama doku oksidan-antioksidan parametrelerin karsilagtirilmasi.

MDA GSH CAT SoD
GRUPLAR ( nmol/L) ( pmol/L) (K/g (Ulg protein)
protein)
Grup 1: 3.56+0.20 22.92+0.39 1.78+0.22 65.42+3.14
Kontrol
Grup 2: 4.03+0.27 22.98+0.27 1.3240.19 63.10+3.04
Sham
Grup 3: a,b h,c j ab
PINX 5.67+0.16 19.91+0.68 0.87+0.111 43.65+1.63
Gl\r/lusf)u4: 6.26+0.442P 14.36+£0.27%0¢ | 0.610.09"K 21.39+0.892bd
Grup 5: de abe j;m no.e
MSU + MLT 3.64+0.11 21.03+0.17 1.01+0.14) 53.82+3.30
Grup 6: abdef a,b,d,f j a,bdef
MSU + PINX 8.77+0.21 12.40+0.88 0.91£0.121 | 12.26+0.95
Grup 7: ac,fg a,b,e,g,1 j ab,eg,f
MSU+PINX+MLT | 5782038 18.32+0.63%bee! | 0.88+0.131 | 42.73+1.84
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8).
3p< 0.001 vs grup 1 bp< 0.001 vs grup 2 ¢p< 0.005 vs grup 2
4p< 0.001 vs grup 3 ¢p<0.001 vs grup 4 fp< 0.001 vs grup 5
9p< 0.001 vs grup 6 hp< 0.005 vs grup 1 'p< 0.005 vs grup 5
Jp< 0.0l vsgrup 1 Kp< 0.01 vs grup 2 Mp<0.05vs grup 4
"p<0.05vsgrup 1 °p<0.05vs grup 3
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6.1.1.1. Gruplarin Serum MDA ve GSH Diizeyleri

Deney hayvanlarina pinealektomi uygulamasi (PINX grubu) MDA seviyelerinde
kontrol ve SHAM gruplara gore ciddi artiglara neden olurken (p< 0.001), GSH
seviyelerinde ise anlamli diisiislere (p< 0.001) neden olmustur (Sekil 6.1). Ayrica
siganlara MSU enjeksiyonu (MSU grup) kontrol gruplarma gére MDA seviyelerinde
artisa neden olurken (p< 0.001), GSH seviyelerinde de ciddi diisiislere neden
olmustur (p< 0.001). Diger yandan MSU enjeksiyonu oncesi hayvanlara melatonin
takviyesi yapilmast (MSU+MLT grup), melatonin takviyesi yapilmayan gruba gore
(MSU grup) MDA seviyesinde ciddi diisiisler yaparken (p< 0.001), GSH
seviyelerinde de anlamli artislar (p< 0.001) gozlenmistir. ilave olarak MSU
enjeksiyonu Oncesi pinealektomi yapilan hayvanlari (MSU+PINX) MSU
enjeksiyonu Oncesi melatonin takviyesi yaptigimiz hayvanlarla karsilastirdigimizda
(MSU+MLT) melatonin yoksunlugunda MSU+PINX grubunda MDA seviyesi
artarken (p< 0.001) GSH seviyesinin diistiigii (p< 0.001) goriilmiistiir. Diger yandan
pinealektomi isleminden sonra MSU enjeksiyonu yapmadan &nce melatonin
takviyesi yapildiginda (MSU+PINX+MLT grubu) melatonin takviyesi yapilmayan
gruba gore (MSU+PINX) MDA seviyeleri diiserken (p< 0.001), GSH seviyelerinde
ise ciddi iyilesmeler (p< 0.001) tespit ettik, degerler Sekil (6.1)’te sunulmustur.
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Kontrol Sham PINX MSU+MLT = MSU+PINX MSU+PINX
+MLT
O MDA 3,56 4,03 5,67 6,26 3,64 8,77 5,78
®GSH 22,92 22,98 19,91 14,36 21,03 12,4 18,32

Sekil 6.1. Ortalama Serum MDA ve GSH aktivitesi. Veriler aritmetik ortalama + SE
olarak belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlaml1 kabul edildi. * p<0.05 vs grup 1

* p<0.05 vs grup 2 ** p<0.05 vs grup 3 # p<0.05 vs grup 4 * p<0.05 vs
grup 5 #* p<0.05 vs grup 6.

6.1.1.2. Gruplarin Serum SOD ve CAT Aktivite Diizeyleri

Deney hayvanlarina pinealektomi uygulamasi (PINX grubu) antioksidan enzimlern
CAT (p< 0.01) ve SOD (p< 0.001) kontrol gruplarina gore ciddi diisiise neden
oldugu gézlemlenmistir (Sekil 6.2 , 6.3). Ayrica sicanlara MSU enjeksiyonu (MSU
grup) kontrol gruplarina gére CAT (p< 0.005) ve SOD (p< 0.001) aktivitelerinde
diisiise neden olmustur. Diger yandan MSU enjeksiyonu o6ncesi hayvanlara
melatonin takviyesi yapilmast (MSU+MLT grup), melatonin takviyesi yapilmayan
gruba gore (MSU grup) CAT aktivitesinde anlamli olmayan bir artis olurken, SOD
aktivitesinde ise anlamli bir artisa (p< 0.001) neden olmustur. Ilave olarak MSU
enjeksiyonu Oncesi  pinealektomi yapilan hayvanlari (MSU+PINX) MSU
enjeksiyonu Oncesi melatonin takviyesi yaptigimiz hayvanlarla karsilastirdigimizda
(MSU+MLT) melatonin yoksunlugunda MSU+PINX grubunda CAT aktivitesi
anlamli olmayan bir diisiise ugrarken, SOD aktivitesinde ise ciddi diisiisler oldugu
(p< 0.001) goriilmiistiir. Diger yandan pinealektomi isleminden sonra MSU
enjeksiyonu yapmadan once melatonin takviyesi yapildiginda (MSU+PINX+MLT
grubu) melatonin takviyesi yapilmayan gruba gore (MSU+PINX) CAT aktivitesinde
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anlamli bir diizelme goriillmezken, SOD aktivitelerinde ciddi iyilesmeler (p< 0.001)

goriilmiistiir, degerler Sekil 6.2, Sekil 6.3’te sunulmustur.

2,5 4
= 2
=
[7]
-
O 1,5 4
o
X0
X 1
S
0,5 4
ok MSU+PINX
Control Sham PINX MSU+MLT MSU+PINX =
+MLT
m CAT 1,78 1,32 0,87 0,61 1,01 0,91 0,88

Sekil 6.2. Ortalama Serum CAT aktivitesi (K/g protein). Veriler aritmetik ortalama +
SE olarak belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi. * p<0.05 vs
grupl * p<0.05vsgrup2 ** p<0.05vsgrup3 #p<0.05vsgrup 4 *#
p<0.05vs grup 5 ## p<0.05 vs grup 6.

80 - %k *
70 - T *** ";;"
60 - *
— * % ###
£ 50 -
Q
-
S 40
o ***
R ***
2
a 20 -
(@)
v 10 A
0= MSU+PINX
+
Control Sham PINX MSU+MLT MSU+PINX
+MLT
mWSOD 65,42 63,1 43,65 21,39 53,82 12,26 42,73

Sekil 6.3. Ortalama SOD aktivitesi. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlaml kabul edildi. * p<0.05vsgrup1l *
p<0.05 vs grup 2 ™ p<0.05 vs grup 3 * p<0.05 vs grup 4 * p<0.05 vs
grup 5 #* p<0.05 vs grup 6.
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6.1.1.3. Gruplarin Serum TAS, TOS ve OSI Aktivite Diizeyleri

Deney hayvanlarina pinealektomi uygulamasi (PINX grubu) kontrol gruplarina goére
serum TAS diizeylerinde ciddi diisiislere neden olurken (p< 0.001), TOS
diizeylerinde ve OSI indeksinde ciddi artislara (p< 0.001) neden oldugu
gbzlemlenmistir. Ayrica siganlara MSU enjeksiyonu (MSU grup) kontrol gruplarina
gore serum TAS seviyelerinde ciddi diislislere neden olurken (p< 0.001), TOS
seviyelerinde ve OSI indeksinde ciddi artislara (p< 0.001) neden olmustur. Diger
yandan MSU enjeksiyonu ©ncesi hayvanlara melatonin takviyesi yapilmasi
(MSU+MLT grup), melatonin takviyesi yapilmayan gruba goére (MSU grup) TAS
diizeylerinde ciddi iyilesmeye neden olurken (p< 0.001), TOS seviyelerinde ise
anlamli olmayan bir diisiis olusturmus ve OSI indeksinde de anlamli bir diisiis
olusmasma (p< 0.001) neden olmustur. ilave olarak MSU enjeksiyonu oncesi
pinealektomi yapilan hayvanlart (MSU+PINX) MSU enjeksiyonu éncesi melatonin
takviyesi yaptigimiz hayvanlarla karsilastirdigimizda (MSU+MLT) melatonin
yoksunlugunda MSU+PINX grubunda TAS seviyelerinde anlamli bir diisiise
ugrarken (p< 0.005), TOS seviyesi OSI indeksinde ciddi artislar oldugu (p< 0.001)
goriilmiistiir. Diger yandan pinealektomi isleminden sonra MSU enjeksiyonu
yapmadan ©Once melatonin takviyesi yapildiginda (MSU+PINX+MLT grubu)
melatonin takviyesi yapilmayan gruba gore (MSU+PINX) TAS seviyelerinde
anlaml artislar (p< 0.05) gozlemlenirken TOS seviyelerinde ve OSI indeksinde
ciddi iyilesmeler (p< 0.001) oldugu goriilmiistiir, Ortalama serum TAS, TOS ve OSI
degerleri Sekil 6.4, Sekil 6.5, Sekil 6.6 ve Cizelge 6.2°de sunulmustur.
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Cizelge 6.2. Ortalama serum TAS, TOS diizeyeleri ve OSI degeri.

TAS TOS
GRUPLAR (nmol (umol osl
Trolox eqv/L) H20:2 eqv/L)
Grup 1: 1.87+0.07 0.53+0.05 2.87+0.30
Kontrol
Grup 2: 1.66+0.10 0.51+0.04 3.06+0.12
Sham
Grup 3: 1.06+0.09%P 0.94+0.07'¢ 9.33+1.202P
PINX
Grup 4: 0.55+0.082%0d 2.03+0.222bd 43.27+8.512bd
MSU
Grup 5: 1.09+0.122¢f 1.53+0.122bd 14.91+1.413bno
MSU + MLT
Grup 6: 0.68+0.072beN 3.27+0.282bdgk 52.09+6.68304k
MSU + PINX
Grup 7: 1.02+0.09%b&! 1.75+0.182b.dm 18.40+2.992be.g.m
MSU + PINX + MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8).

2p< 0.001 vs grup 1 bn<0.001 vs grup 2 ®p< 0.005 vs grup 2 d
p< 0.001 vs grup 3 ¢p<0.005 vs grup 3 fp< 0.01 vs grup 4 g
p< 0.005 vs grup 4 "p<0.05vs grup 5
'p<0.05 vs grup 6 Jp<0.005 vs grup 1 Kp< 0.001 vs grup 5 m
p< 0.001 vs grup 6
"p< 0.001 vs grup 4 °p<0.05 vs grup 3
2,5 1
g
o 1] |
2 15| il * ol
= * *** * 4t
g % % |
= 1 * | #
N—r ** -
cn
|<£ 0,5 A |—r‘ 1
0 -
Control Sham PINX MSU MSU+MLT MSU+PINX MS::\;LP;_NX
@TAS 1,87 1,66 1,06 0,55 1,09 0,68 1,02

Sekil 6.4. Ortalama serum TAS degerleri (mmol H20. Equiv/L). Veriler aritmetik
ortalama + SE olarak  belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi.

*p<0.05vs grup 1 ve 2 ** p<0.05 vs grup 3 *** p<0.05 vs grup 4 *
p<0.05 vs grup 5 # p<0.05 vs grup 6.
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%ok

4 - ***
;T 3,5
&
o 3 1 *
% *
O 125 4 sk
< H#
— 2 4 il
g
1,5 4
=1 *
g |
) 1 1
O |
"1l
% MSU+PINX
Control Sham PINX MSU+MLT MSU+PINX =
+MLT
BTOS 0,53 0,51 0,94 2,03 1,53 3,27 1,75

Sekil 6.5. Ortalama serum TOS degerleri (umol Trolox equiv /L). Veriler aritmetik
ortalama + SE olarak  belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlaml1 kabul edildi.

*p<0.05vs grup 1 ve 2 ** p<0.05 vs grup 3 *** p<0.05 vs grup 4 *
p<0.05 vs grup 5 # p<0.05 vs grup 6.

*

70 - sk
#
60 -
50 -
40 -
***
30 -
***
20 -
10 4 .
0 i + -
10 - MSU+PINX
Control  Sham PINX MSU  MSU+MLT MSU+PINX +r\;LT
mOS 2,87 3,06 9,33 43,27 1491 52,09 18,4

Sekil 6.6. Ortalama serum OSI degerleri. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi. * p<0.05 vs grup 1 ve 2
*p<0.05 vs grup 3 *** p<0.05 vs grup 4 # p<0.05 vs grup 5 # p<0.05 vs
grup 6.
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6.1.1.4. Gruplarin Serum IL-6 Diizeyleri

Deney hayvanlarina pinealektomi uygulamasi (PINX grubu) kontrol gruplarina goére
serum IL-6 diizeylerinde ciddi artislara neden olurken (p< 0.001), MSU enjeksiyonu
(MSU grup) IL-6 seviyelerinde hem kontrol gruplarma (p< 0.001) hem de PINX
grubuna gére (p< 0.001) artisa neden olmustur, Diger yandan MSU enjeksiyonu
oncesi hayvanlara melatonin takviyesi yapilmas:t (MSU+MLT grup), melatonin
takviyesi yapilmayan gruba gére (MSU grup) IL-6 diizeylerinde ciddi diisiise neden
olmustur (p< 0.001). ilave olarak MSU enjeksiyonu &ncesi pinealektomi yapilan
hayvanlart (MSU+PINX) MSU enjeksiyonu &ncesi melatonin takviyesi yaptigimiz
hayvanlarla  karsilastirdigimizda ~ (MSU+MLT)  melatonin  yoksunlugunda
MSU+PINX grubunda IL-6 seviyelerinde anlamli bir artis oldugu (p< 0.001)
goriilmiigtiir. Diger yandan pinealektomi isleminden sonra MSU enjeksiyonu
yapmadan o6nce melatonin takviyesi yapildiginda (MSU+PINX+MLT grubu)
melatonin takviyesi yapilmayan gruba gore (MSU+PINX) IL-6 seviyelerinde anlamli
disiisler (p< 0.01) oldugu tespit edildi. Serum IL-6 diizeyleri Cizelge 6.3’te

sunulmustur. Ortalama IL-6 degerleri Sekil 6.7°te sunulmustur.
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Cizelge 6.3. Serum IL-6 degerleri.

IL-6
GRUPLAR (pg/ml)
Grup 1: 11.80+0.84
Kontrol
Grup 2: 12.89+0.99
Sham
Grup 3: 21.56+1.312P
PINX
Grup 4: 39.07+1.592b¢
MSU
Grup 5: 22.46+1.233be
MSU + MLT
Grup 6: 40.35+2.372Pc9
MSU + PINX
Grup 7: 29.18+1.662>419]
MSU + PINX + MLT
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8).
4p<0.001 vs grup 1 bn< 0.001 vs grup 2 ¢ p<0.001 vs grup 3 d
p< 0.01 vs grup 3 ¢p<0.001 vs grup 4 fp< 0.005 vs grup 4 9p<
0.001 vs grup 5 hp<0.01 vs grup 5 1p< 0.01 vs grup 6
50 - ]
45 - []

%D
40 A

35 A1
30 A1
25 A
20
15 A
10 A
5 -
0

IL-6 (pg/ml)

Kontrol Sham PINX MSU+MLT MSU+PINX MSU+PINX
+MLT
mIL-6 11,8 12,89 21,56 39,07 22,46 40,35 29,18

Sekil 6.7. Ortalama IL-6 degerleri. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi. * p<0.05 vs grup 1 ve 2
*p<0.05 vs grup 3 ** p<0.05 vs grup 4 # p<0.05 vs grup 5 # p<0.05 vs
grup 6.
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6.1.2. MLT'nin, Siganlarda MSU Kristalinin Neden Oldugu Ayak Bilegi Cevresi
Deri Sicakhig Uzerindeki Etkileri

Eklemlerde ve periartikiiler alanlarda sicaklik artis1 ve sislik, gutun en sik goriilen
semptomlart oldugundan, &6ncelikle melatoninin MSU' nun neden oldugu bu
semptomlar1 6nleyip onlemedigi ni arastirdik. Diz ekleminin gevresi, eklem ici MSU
enjeksiyonundan sonra 0, 2, 8, 16 ve 24. saatlerde 6l¢iilmiistiir. MSU enjeksiyonu
yapilan gruplardaki siganlar diger gruplardaki sicanlar ile karsilagtirildiginda,
sicanlarin ayak bilegi cevresi ve sicakligi iizerinde Onemli bir artis gézlemlendi

(Sekil 6.8).

MSU+PINX

Sekil 6.8. Siganlarda MSU kristalinin neden oldugu eklem sisligi iizerine MLT 'nin
etkileri.

MSU kristalleri, normal kontrol siganlarina kiyasla siganlarin ayak bilegi ¢apinda

onemli bir artisa yol acti. Not olarak, MLT (10 mg/kg/giin) ile tedavi, MSU

kristalinin neden oldugu ayak bilegi sismesini 6nemli 6l¢iide bastirdi. (Her gruptan

sol bacagin temsili goriintiileri gdsterilir. Oklar 6l¢iimiin konumunu gosterir).

Ozellikle, 6ncesinde MLT verilmeyen MSU gruplardaki siganlarin 2. saatten sonra
ayak bilegi ¢evresi ve bu bolgedeki deri sicakliginda artis tespit edilmistir (p<0.001).
(Cizelge 6.4 ve Cizelge 6.5). Ancak MSU enjeksiyonu 6ncesinde MLT tedavisi alan
sicanlarn (MSU+MLT ve MSU+PINX+MLT) ayak bilegi cevresi ve eklem deri
sicakliginda MLT sayesinde artislar saptanmamustir (Cizelge 6.4 ve Cizelge 6.5).
Melatonin ile tedavi, MSU kristalinin neden oldugu enflamasyonun gelisimini

Onlemistir.
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Cizelge 6.4. Deney gruplarmim MSU enjeksiyonunu takiben 24 saatlik ayak bilegi

cevresi degisiklikleri.

Eklem Eklem Eklem Eklem Eklem
GRUPLAR Cevresi Cevresi Cevresi Cevresi Cevresi
0. Saat 2. Saat 8. Saat 16. Saat 24. Saat
Grup 1: 1361202 | 13.61£0.2 |13 61 001 | 13612021 | 13.614021
Kontrol 1 1
Grup 2: 1392202 | 13.9240.2 | 1395001 | 13.924021 | 13.924021
Sham 1 1
Grup 3: 13.55+0.0 | 13.55+0.0
: : : : 13.55+0.04k 13.55+0.04% 13.55+0.04k
PINX 4 4
Grup 4: 13.41£0.1 | 19.19+0.2
MSU 3 5adg 20.18+0.279 21.12+0.329 21.75+0.419
Grup 5: 13.69+0.0 | 14.48+0.1
) : ; ’ .72+0.129h .97+0.129h .22+0.129h
MSU + MLT 3 0eon 14.72+0.12 14.97+0.12 15.22+0.12
Grup 6: 13.57+0.0 | 19.30+0.1
" : y g 20.49+0.328" | 21.93+0.35&' | 23.67+0.51&Mm
MSU + PINX 5 g abder
Grup 7: 13.57+0.1 | 15.1140.3 | 16.08+0.21&M | 16.41+0.238M | 16.73+0.329N:
MSU+PINX+ e o 0. % 7340,
MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8). 0. Saat p>0.05, gruplar aras1
fark yoktur.

4p<0.001 vs grup 1 bp< 0.01 vs grup 1 “p<0.005vs grup 1 dp<
0.001 vs grup 2 ¢p<0.01 vs grup 2 fp<0.005 vs grup 2 Ip<
0.001 vs grup 3 hp< 0.001 vs grup 4
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30

25

20

15

Eklem cevresi (mm)

10

0O0. saat
2. saat
W 8. saat
W 16. saat
W 24. saat

Kontrol

13,61
13,61
13,61
13,61
13,61

Sham

13,92
13,92
13,92
13,92
13,92

PINX

13,55
13,55
13,55
13,55
13,55

O OO

T ——

O

MSU

13,41
19,19
20,18
21,12
21,75

#

0
|

MSU+MLT = MSU+PINX

13,69
14,48
14,72
14,97
15,22

#H
[

0 #
U
]
U

13,57
19,3
20,49
21,93
23,67

:‘:E:':é:ﬁ:

%
¥

[]

MSU+PINX

+MLT
13,57
15,11
16,08
16,41
16,73

Sekil 6.9. Ortalama eklem c¢evresi. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlaml kabul edildi. * p<0.05 vs grup 1
p<0.05 vs grup 3 # p<0.05 vs grup 4 * p<0.05 vs

p<0.05 vs grup 2
grup 5 ## p<0.05 vs grup 6 .

*k%
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Cizelge 6.5. Deney gruplarmim MSU enjeksiyonunu takiben 24 saatlik ayak bilegi

sicaklik degisiklikleri.

Eklem Eklem
5 - Eklem Sicakhgi | Eklem Sicakhigi | Eklem Sicakhgi
CRUPLAR | ot | st | "5is™ | i st | 24 o
E(r)%?réi 33.68£0.27 | 33.68+0.27 33.68+0.27 33.68+0.27 33.68+0.27
Gsr# zfmz . 33.43£021 | 33.43+0.21 33.43+0.21 334340 21 33.4340.21
GF>r|u|\lcl)>2°J - 33.07+0.21 | 33.07+0.21 33.07+0.21 33.07+0.21 33.07+0.21
G'\rﬂus?u4. 33.6740.28 | 36.07£0.1720¢ | 36.17+0.212b¢ | 36.23+0.13%0¢ |  36.36+0.1020¢
Grup 5: . ) ] —
MSU + MLT 33.37+0.20 | 33.45+0.24 33.75+0.18 33.85+0.22 34.0540.15'<
MS(iJnipr;i\lx 33.0040.25 | 35.67+£0.18° | 36.10£0.2020¢8 | 36.33+0.1230cd | 36.31+0.192bce
Grup 7: 33.18£0.36 | 34.3320.12019 | 34.6620.10Mcdefl | 34.70+£0.120cdfue | 34 87+(0.12bkcdlo

MSU+PINX+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8).
0. Saat p>0.05, gruplar arasi fark yoktur.
4p<0.001 vs grup 1

p< 0.001 vs grup 4

fp< 0.001 vs grup 6

p< 0.005 vs grup 2

' p< 0.05 vs grup 2

b p<0.001 vs grup 2
¢p<0.001 vsgrup 5
9p<0.005 vs grup 5
K p< 0.005 vs grup 1
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®p<0.001 vs grup 3

"p< 0.05 vs grup 1
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37
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35 -
& 34
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z 33 -
©
O
v 32
€
g
ﬁ 31 A
30 -
00. saat
[@2. saat
W 8. saat
W 16. saat
W 24, saat

|.H
|.H

Kontrol Sham
33,68 33,43
33,68 33,43
33,68 33,43
33,68 33,43
33,68 33,43

|.H
=

PINX

33,07
33,07
33,07
33,07
33,07

N
— #

4t
# 440
e
A e
MSU

*

|.H

+ +
MSU+MLT = MSU+PINX MS?\MF_)_:_NX
33,67 33,37 33 33,18
36,07 33,45 35,67 34,33
36,17 33,75 36,1 34,66
36,23 33,85 36,33 34,7
36,36 34,05 36,31 34,87

Sekil 6.10. Ortalama eklem sicakligi. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlaml1 kabul edildi. " p<0.05vsgrupl *

p<0.05 vs grup 3 # p<0.05 vs grup 4 ** p<0.05 vs
grup 5 ¥ p<0.05 vs grup 6 .

p<0.05 vs grup 2

*kk

Cizelge 6.6. Deney gruplarinin MSU enjeksiyonunu takiben 24 saatlik eklem sisme

oran1 degisiklikleri.

GRUPLAR Eklem Sisme Orani

Grup 1: Kontrol 0.00-+0.00
Grup 2: Sham 0.00+0.00
Grup 3: PINX 0.00+0.00

Grup 4: MSU 62.17+3.273b¢

Grup 5: MSU + MLT 11.191.03¢
Grup 6: MSU + PINX 74.40+4.18°9
Grup 7: MSU+PINX+MLT 23.32+2.824fh

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=8).

4p<0.001 vsgrup 1
p< 0.001 vs grup 4

bn< 0.001 vs grup 2 ¢p< 0.001 vs grup 3 d
¢p<0.001 vs grup 5

fp<0.001vsgrup 6 9p<0.05vsgrup4 "p<0.01vsgrup5
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20 - MSU+PINX
+ +
Kontrol Sham PINX MSU MSU+MLT = MSU+PINX MLT
Sisme orani 0 0 0 62,17 11,19 74,4 23,32

Sekil 6.11. Ortalama eklem sisme orani. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak
belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi. * p<0.05 vs grup 1, 2,
3 " p<0.05vsgrup4 ** p<0.05vsgrup5 *p<0.05 vs grup 6.

6.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve Sham gruplarina ait kesitler normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil
6.13A-D). PINX grubunda hafif derecede enflamasyon gorildi (Sekil 6.13E, F).
MSU grubunda histopatolojik bulgular belirgindi. Kikirdak dokuda destriiksiyon, yer
yer kemik erozyonu, ¢evre dokuda yaygin enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
hemoraji, sinoviyal membranda kalinlagsma tespit edildi (Sekil 6.14 A, B, C).
Kontrol, Sham ve PINX gruplar1 ile MSU grubu karsilastirildiginda MSU grubuna
ait kesitlerde histopatolojik bulgularin artisiyla ortalama hasar skorunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis bulundu (p<0.05). MSU+MLT grubunda histopatolojik
degisikliklerin belirgin olarak azaldig1 tespit edildi (Sekil 6.15 A, B, C). MSU+PINX
grubu hasarin en siddetli oldugu gruptu (Sekil 6.14 D, E, F). MSU+PINX+MLT
grubu ve MSU grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p>0.05) (Sekil 6.15 D, E, F). Her bir grup i¢in ortalama histopatolojik hasar skoru
Cizelge 6.7' de verildi (Sekil 6.12).
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Cizelge 6.7. Histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Kilardak Kemik inflamasyon
P Destriiksiyonu Erozyonu y

Grup 1:

Ko 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

cgﬁg%f: 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

?ﬂﬁéf: 0.25£0.16 0.12:0.12 0.62:£0.18™*

Gﬁﬂﬁf: 1.8740.22%¢F | 1.5040.18%¢¢ |  2.25+0.25%¢d
MS?Uruf I\E;I:LT 1.12+0.22°%9 | 1.00+0.262k9 1.12+0.12%¢n
" SCL;Jrl-JI-pP6I:N X 2.25+0.25%41 | 2,00£0.26™% | 2.37+0.262¢9P

Sy san T | 137500880 | 1250016200 | 1.37:40.18%090)

Aritmetik ortalama+SE (n=8).

2p<0.001vsgrupl P p<0.005vsgrupl ©p<0.001vsgrup2 9p<0.001vsgrup3 ©p<0.005vs
grup 2

fp<0.001vsgrup3 9p<0.05vsgrup3 N p<0.005vsgrup3 'p<0.05vsgrup5 1 p<0.05 vs
grup 6

Kp<0.05vsgrup2 Mp<0.05vsgrupl "p<0.005vsgrup4 ©°p<0.05vsgrup4 P p<0.005vs
grup 5

P *x
* %
2,5 4
v *okk
3 1 — &
9 *
e 1,5 A
L
& 1
2
= 0,5 4
o
g JLTIT 117 r}
(2]
2 [l 1]
0,5 -
21 MSU+PINX
Contol Sham PINX MSU MSU+MLT ~ MSU+PINX I\;LT *
Cartilage destruction 0 0 0,25 1,87 1,12 2,25 1,37
@ Bone erosion 0 0 0,12 1,5 1 2 1,25
OInflammation 0 0 0,62 2,25 1,12 2,37 3 152 7

Sekil 6.12. Ortalama histopatolojik hasar skoru. Veriler aritmetik ortalama + SE
olarak belirtilmistir (n=8). p<0.05 anlamli kabul edildi. * p<0.05 vs grup
1,2,3 " p<0.05vsgrup5 ** p<0.05vsgrup 6.
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Sekil 6.13. Kontrol ve Sham gruplari normal histolojik goriinlimdeydi. PINX
grubunda hafif derecede enflamasyon goriildii. A. Kontrol grubu, H-E;
X20. B. Kontrol grubu, H-E; X10. C. Sham grubu, H-E; X20. D. Sham
grubu, H-E; X10. E. PINX grubu, H-E; X20. F. PINX grubu, H-E; X10.
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MSU

MSU+PINX

Sekil 6.14. MSU ve MSU+PINX gruplarinda histopatolojik bulgular belirgindi.
Kikirdak dokuda destriiksiyon (A, D) yer yer kemik erozyonu (B, E),
¢evre dokuda yaygin enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve hemoraji (C,
F), sinoviyal membranda kalinlasma (D) tespit edildi. MSU+PINX
grubu hasarin en siddetli oldugu gruptu. A. MSU grubu, H-E; X20. B.
MSU grubu, H-E; X20. C. MSU grubu, H-E; X20. D. MSU+PINX
grubu, H-E; X20. E. MSU+PINX grubu, H-E; X20. F. MSU+PINX
grubu, H-E; X20.
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MSU+MLT

MSU+PINX +MLT

Sekil 6.15. MSU+MLT grubunda histopatolojik degisikliklerin belirgin olarak
azaldig1 tespit edildi. A. MSU+MLT grubu, H-E; X20. B. MSU+MLT
grubu, H-E; X10. C. MSU+MLT grubu, H-E; X20. MSU+PINX+MLT
grubu ve MSU grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p>0.05). D. MSU+PINX+MLT grubu, H-E; X20. E.
MSU+PINX+MLT grubu, H-E; X10. F. MSU+PINX+MLT grubu, H-
E; X20.

6.3. TARTISMA

Metabolik bir hastalik olarak bilinen gut, serum {iirat konsantrasyonunun artmasiyla
sonuglanan MSU kristal birikiminin neden oldugu enflamasyon ile karakterize
edilmektedir [214]. Yapilan birgcok ¢alismada MSU’ nun tiimdr nekroz faktdrii-a
(TNF-a), interlokin (IL)-1B ve IL-6 dahil olmak tiizere ¢ok gesitli sitokinlerin
ekspresyonunu indiikleyerek sinovyuma biiyiik bir nétrofil akisina neden oldugu
ortaya konmustur [215]. Bu nedenle, MSU' nun neden oldugu nétrofil alimini inhibe
etmek ve enflamatuvar aracilarin salgilanmasini bloke etmek, gutun kontrolii i¢in
faydali olabilir [216].

65



Bu calismanin amaci, gut olusumunun melatonin yoksunlugundan (pinealektomi)
etkilenip etkilenmedigini, bunun yaninda eksojen Melatonin uygulamasmin gut
olusumunu Onlemede protektif bir etkiye sahip olup olmadigimi histolojik ve

biyokimyasal olarak ortaya koymakti.

Sicanlarm eklem icerisine MSU verilmesi, insanlardaki gutun Klinik tablosunu
(eklem ici MSU birikimi, eklem kizarikligi, sicaklik ve agri) taklit eden iyi bir
deneysel model olusturmaktadir [217]. MSU kristallerinin eklemlerde birikmesi,
savunma hiicrelerinde oksidatif stresi indiikler ve proenflamatuvar mediatorlerin
serbest birakilmasina yol acar [218]. Deneysel ve klinik ortamlarda Melatonin
kullanim1 oksidatif stresi etkili bir sekilde azaltirken ayn1 zamanda bazi metabolitleri
de toksik tiirlerin siipiiriiciileri oldugundan diger antioksidanlara gore bir avantaja
sahiptir [219]. Ancak PINX, MLT’ nin etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Oksidatif
stresin yani sira eklemdeki sitokin ve antikor konsantrasyonlarni azalmaktadir,

ancak serum oksidatif belirteclerin seviyesini artirmaktadir [220].

Akut gut enflamasyonu olusturmak igin MSU uygulanan C57B/6L fareler iizerinde
yapilan bir ¢alismada model grubundaki farelerin pengelerinin kalinliginin, kontrol
grubuna gore anlaml dlgiide arttigi (P<0.01) gosterilmistir [142]. MSU kristali ile
indiiklenen gut artriti lizerine Zisheng Shenqi decoction (ZSD) 'min etkinliginin
arastinildig1 baska bir calismada yine MSU enjeksiyonunu takiben 24 saatlik siiregte
ayak bileginin sismesi en 6nemli semptom olarak belirlenmistir [221]. Calismamizda
eklem ici MSU (20mg/ml) enjeksiyonu yapilan model gruplarinda (MSU grup ve
MSU+PINX grup), enjeksiyon sonrasindaki 24 saatlik siirecte gozlemlenen en
belirgin semptomlar ayak bilegi sismesi ve eklemde sicaklik artisiydi. Bu
semptomlarin  varligi, olusturmak istedigimiz modelin bagarili bir sekilde
kuruldugunun gostergesiydi. Bunun yan1 sira melatonin tedavisi yapilan MSU+MLT
grup ve MSU+PINX+MLT gruplarinda, ayak bilegi sismesinin ve eklemde sicaklik
artisinin model gruplarina gore 6nemli 6l¢lide azaldig tespit edilmistir (p<0.001). Bu
durum melatoninin MSU'nun neden oldugu enflamasyonu engelleyebilecegini

gostermistir.
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Gutun birincil patolojik 6zelligi, IL-1B, TNF-o ve IL-6 ile indiiklenen endotel
aktivasyonu ile eklem sivisina nétrofil akisi ve hemen ardindan gelen monosit
akigidir [118]. Monositlerin ve nétrofillerin aktivasyonunu takiben, bu hiicreler MSU
kristallerini aktif olarak fagosite eder ve bu da daha sonra enflamatuvar kaspaz
yanitlarini tetikler. Meveut arastirma ¢alismalar;, MSU Kristallerinin, IL-1p {iretimini
destekleyen NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu yoluyla bir enflamatuvar yaniti
tetikledigini gostermektedir. IL-1B, gut artritinde enflamatuvar yanitin bagslatilmasi
ve yayilmasi icin kritik olan TNF-o dahil olmak iizere diger proenflamatuvar
sitokinleri aktive edebilir [222]. Bu nedenle, enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun
inhibe edilmesi, gut enflamasyonuna kars: etkili bir terapotik strateji olabilir [223].
Calismamizda gut enflamasyonundaki temel sitokinlerden 1L-6 seviyelerini
gozlemledik. MSU enjeksiyonu yapilan model gruplarinda (MSU grup ve
MSU+PINX grup) serum IL-6 diizeyleri anlamli diizeyde yiiksekti. MSU ile
indiiklenen siganlarda akut gut artriti lizerine rebamipidinin etkisinin arastirildigi bir
calismada IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a serum seviyelerinin yiiksek oldugu tespit
edilmigtir [224]. Polygonum cuspidatum'un etanolik Oziitiiniin  farelerde
NLRP3/ASC/kaspaz-1 ekseni yoluyla akut gut artriti tizerindeki etkisinin arastirildigi
baska bir ¢aligmada ise model farelerde ayak bilegi ekleminin sisme derecesinin
onemli Olgiide yiikseldigi bunun yaninda IL-1B, IL-6 ve TNF-a ekspresyonunun
onemli dlglide arttigr gosterilmistir [225]. Yine yapilan bir ¢alismada IL-1p ve IL-
6'nin mRNA ekspresyon seviyelerinin Melatonin tarafindan inhibe edildigi ortaya
konmustur [142]. Bizim ¢alismamizda Melatonin tedavisi yapilan MSU+MLT grup
ve MSU+PINX+MLT gruplarinda IL-6 diizeylerinin Melatonin tedavisi yapilmayan
model gruplarina gore azaldigi tespit edilmistir. Melatonin ¢ok diisiik toksisite ve yan
etkilerinin yani1 sira ideal antioksidanlarda istenen Ozelliklere sahiptir. Bu durum
melatonini oksidatif kaynakli hasar1 6nlemek icin olduk¢a c¢ekici bir aday

yapmaktadir [226].

Tiim canli organizmalar hem endojen hem de eksojen kaynaklardan tiiretilen oksidan
ajanlara siirekli olarak maruz kalmaktadir. Oksidatif stres tarafindan tiretilen serbest
radikaller, doku hasar1 ve yaslanmanin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir

[227]. MSU kristallerinin doku makrofajlar1 tarafindan fagositozu, reaktif oksijen
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tirlerinin (ROS) olusumuna ve enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin {iretimine
neden olur [228]. Dokudaki oksijen radikallerinin kaynagi, nekrotik bolgeye toplanan
nétrofillerin yani sira hipoksantin ve ksantinin iirik aside metabolik doniistimiidiir.
Daha sonraki reaksiyonlar, lipid peroksitlerin yani sira sitotoksik ve oksidasyon
{iriinleri iiretir, bunlarm arasinda MDA bulunmaktadir [229]. Sicanlarda MSU ile
olusturulmus gut modelinde Selaginella moellendorffii'nin etkilerinin arastirildig: bir
calismada kontrol grubundaki siganlara kiyasla gut model grubunda plazmadaki
MDA diizeylerinin arttigi ancak SOD seviyelerinin azaldigi gozlemlenmistir [230].
Gut hastalarinda plazma paraoksonaz-1, okside diisiik yogunluklu lipoprotein ve
lipid peroksidasyon diizeylerinin arastirildigi baska bir calismada yine gut
hastalarinda SOD seviyelerinde azalma ve MDA diizeylerinde ise artma sonuglari
elde edilmistir [231]. Travmatik beyin hasar1 sonrast PINX ve MLT replasmaninin
morfolojik ve biyokimyasal iyilesmeye etkisinin incelendigi bir ¢alismada PINX’ in
kontrol grubuna gére MDA, NO, GSH ve ksantin oksidaz (XO) diizeylerinde anlaml
artisa ve GSH diizeylerinde azalmaya neden oldugu bunun yaninda eksojen
Melatonin uygulamasinin MDA, XO ve NO diizeylerini énemli 6lglide azalttigi,
GSH diizeylerini artirdigi ve doku lezyon alanini zayiflattigi tespit edilmistir [232,
233].

Bizim calismamizda siganlara pinealektomi uygulamasi (PINX grup) ve MSU
enjeksiyonu (MSU grup) MDA seviyelerinde kontrol ve sham gruplarina gére ciddi
artiglara (p<0.001) neden olmustur. MDA seviyelerindeki bu yiikselme, ROS artist
ve lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikmigtir. Diger yandan enjeksiyonlardan ve
uygulamalardan (MSU, PINX) &nce melatonin takviyesi yapilan gruplarda
melatoninin kuvvetli antioksidan 6zelliginden dolay1 lipid peroksidasyonunun ve
MDA seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir. SOD ve CAT gibi antioksidan enzimler,
oksidatif hasara karsi temel savunma hattini olustururlar.  SOD ve CAT
aktivitelerindeki azalma, hiicresel hasara neden olan serbest radikaller, siiperoksit ve
hidrojen peroksitte ciddi bir artis oldugunu gostermektedir [234]. Gut hastalarinda
oksidatif stresin incelendigi ve allopurinoliin antioksidan etkisinin arastirildig1 bir
calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda gut hastalarinda tedavi 6ncesi CAT

ve SOD seviyelerinin anlamli 6l¢tide diisiik oldugu ve allopurinol tedavisinin
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ardindan bu degerlerin artis gosterdigi belirtilmektedir [235]. MSU ile indiiklenen
siganlarda yapilan baska bir calismada yine SOD, CAT ve GSH gibi antioksidan
enzimlerde Onemli diisiis gorilmistir. Calismamizda sicanlara pinealektomi
uygulanmas1 (PINX grup) ve MSU enjeksiyonu (MSU grup) CAT ve SOD
antioksidan enzim aktivitelerinde kontrol gruplarina goére diisiise neden olmustur.
Ayrica MSU enjeksiyonu 6ncesi Melatonin verilmesi SOD enzim aktivitesinde
onemli bir artis saglarken MSU enjeksiyonu 6ncesi PINX uygulamasi SOD enzim
aktivitesinde onemli bir diisiise neden olmaktadir. Ancak hem MSU enjeksiyonu
oncesi Melatonin verilmesi sonucu artan CAT seviyesi hem de MSU enjeksiyonu
oncesi PINX uygulamasi sonucu azalan CAT seviyesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Farelerde MSU ile indiiklenen gut artriti iizerine yapilan bir
calismada MSU’ nun GSH’ yi énemli &lgiide tiikettigi gdzlemlenmistir [141]. 15d-
PGJ2 yiiklii nanokapsiillerin MSU ile olusturulmus gut artritinde goriilen agr1 ve
enflamasyona olan etkisinin arastirildig1 baska bir ¢alismada ise GSH seviyesinin ve
TAS seviyesinin azaldigi tespit edilmistir [236]. Bizim ¢alismamizda si¢anlara PINX
uygulanmas1 ve MSU enjeksiyonu, GSH seviyelerinde ciddi diisiislere neden
olmustur. Bu azalma, artan oksidatif strese bagli olabilir ve SOD aktivitesi ile
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite gevirilmesi ve onlarin da glutatyon
peroksidaz aktivitesi ile suya cevirilmesi esnasin da oksidetif stresin istesinden
gelebilmek icin GSH’in tiikendigini gostermektedir. Melatonin takviyesi yapilan
sigan gruplarimizda GSH ve TAS seviyelerinde anlamli artislar gézlemlenirken, total
oksidan seviyelerinde (TOS) ve oksidatif stres indeksinde (OSI) ciddi iyilesmeler
oldugu goriilmiistiir. Histopatolojik hasar skorlar1 incelendiginde MSU” nun kikirdak
dokuda destriiksiyonu, yer yer kemik erozyonunu, ¢evre dokuda yaygin enflamatuvar
hiicre infiltrasyonunu arttirdigi melatoninin ise bu histopatolojik degisiklikleri
belirgin olarak azalttig1 gozlemlenmistir. Yapilan bir caligmada Melatonin’in in vitro
olarak c¢ok reaktif ve toksik hidroksil radikalinin olduk¢a etkili bir temizleyicisi
oldugu gosterilmistir. Esmolar bazda Melatonin’in, hidroksil radikalini nétralize
etmede glutatyon ve mannitolden Onemli Olgiide daha etkili oldugu ileri
stiriilmektedir. Benzer sekilde, Melatonin’in lipid peroksidasyonu sirasinda iiretilen

peroksil radikalini temizledigi bulunmustur [237].
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Antioksidanlarin kapasitelerinde azalma, serbest radikal iiretiminde artma ve
yaslanma siireci ile gut gibi hastaliklarin hem prevalansi hem de insidansi
artmaktadir. Endojen Melatonin’in bu siiregteki koruyucu etkisi, serbest radikallerin
olusturdugu hiicresel hasarlari azaltmak ya da immiiniteyi diizenlemek suretiyle
kendini gostermektedir. Ancak endojen Melatonin’in yetersiz kaldig1 durumlarda ise
muhtemel protektif etkinin devamliligi bakimindan eksojen Melatonin uygulamasi
ihtiyact olusabilmektedir. Sonu¢ olarak melatoninin gut hastaliginda goriilen
patolojik degisiklikler iizerine antioksidan ve antienflamatuvar etkisi sayesinde
tyilestirici etkiye sahip oldugu, bu nedenle medikal tedavi yaninda takviye olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bunun i¢in daha ileri klinik ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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