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KISALTMALAR

AAA: Ailesel Akdeniz Atesi

Ago: Argonot

ALT: Alanin aminotransferaz

APC: Antijen sunucu hiicre

ASC: Apopitoz iliskili nokta benzeri protein
AST: Aspartat Aminotransferaz

B: B-kutusu ¢inko parmak alani

BASO: Bazofil

bZIP: Bazik 16sin fermuari

CARD: Kaspaz aktivasyon giiclendirme domaini
CRP: C-Reaktif Protein

CTLA-4: Sitotoksik T-Lenfosit Antijen 4

C5a: Kompleman 5a

DTX: Deltex

EOS: Eozinofi

ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi

HCT: Hematokrit

HGB: Hemoglobin

HSP: Henoch Schonlein Purpura

IL: interldkin

LYMPH: Lenfosit

MCH: Ortalama eritrosit hemoglobin

MCHC: Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu
MCYV: Ortalama eritrosit hacmi

MEFV: MEditerranean FeVer geni

MONO: Monosit

MPV: Ortalama trombosit hacmi

NEUT: Nétrofil

NFAT: Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii
NF-kB: Niikleer faktor kappa beta
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Ort.: Ortalama

PAN: Poliarteritis Nodosa

PACT: protein kinaz R-aktive edici protein
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PCT: Prokalsitonin

PDW: Trombosit dagilim genisligi

PI3Ky: Fosfoinosit 3-kinaz gama

PKNI1: Protein Kinaz N1

PLT: Trombosit

PYD: Pyrin domain

PSTPIP1: Prolin serin treonin fosfataz etkilesimli protein 1
RBC: Eritrosit

RDW: Kirmizi hiicre dagilim genisligi
RISC: RNA kaynakli susturma kompleksi
S.S.: Standart Sapma

SAA: Serum Amiloid A

TAR: Trans Aktivasyon-Duyarli Bolge
TLR: Toll benzeri reseptor

TNF: Tiimor nekroz faktort

TRBP: Trans Aktivator RNA baglayici protein
Treg: Regiilator T hiicreleri

TRIM: Uglii Motif

WBC: Lokosit
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OZET

HAJIYEVA, R. (2022). Ailesel akdeniz atesi hastalarinda mikroRNA-204-3p,
mikroRNA-223-3p, deltex1, sitotoksik T lenfosit ile iligkili antijen geni-4'{in 6nemi.
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi Biyokimya ABD.
Doktora Tezi. istanbul.

Ailesel Akdeniz atesi (AAA) diinyada en sik goriilen kalitsal otoinflamatuar bir
hastaliktir. Yeni nesil dizileme bir¢ok yeni varyant tanimladi, ancak bunlarin klinik
iliskileri biiylik 6l¢iide bilinmiyor ve yorumlanmalarini engelliyor. Teshis, hastalik
siddetinin degerlendirilmesi ve tedaviye yardimci olabilecek fonksiyonel testler ve
biyobelirtegler gelistirilme asamasindadir. Bu tez projesindeki amacimiz; AAA
hastalarinda serum miR-204-3p, miR-223-3p, plazma pyrin, deltex (DTX1), CTLA4
diizeylerinin etkinligi degerlendirilerek hastaligin patogenezi ve progresyonu ile iligkisini
arastirmaktir. 48 AAA’li ¢ocuk ve 36 saglikli cocuk ¢alismaya dahil edildi. Serum miR-
204-3p ve miR-223-3p diizeyleri PCR yontemi ile plazma pyrin, DTX1, CTLA4
diizeyleri sandvi¢ ELISA yoOntemi ile Ol¢lildi. Plazma CTLA4 diizeylerinde gruplar
arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmadi. Serum miR-204-3p, miR-223-3p, plazma
DTX1 diizeyleri AAA hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunurken,
plazma pyrin diizeyleri (p<0.05, timiinde) anlaml yiiksek bulundu. CTL-4 diizeyleri ile
pyrin ve DTX1 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (r=0,602, p<0,001; r=0,740,
p<0,001, sirastyla) bulundu. Calismamizin bu sonuglari dogrultusunda, miR-204-3p ve
miR-223-3p AAA patogenezinde etkili olabilir. MEFV genini kodlayan pyrin proteininin
plazma diizeylerinin artmasi apoptotik ve inflamatuar sinyal yolaklarinda 6nemli bir rolii
olabilir. Pyrinin artmast1 FMF mutasyonlar1 varsayilan pyrin inflamazomlarinin
sensitivelerini arttirabilir. DTX1 diizeylerinde azalma, DTX1 ve CTL-4 arasinda pozitif
korelasyon AAA hastalarinda ataksiz donemlerde de subklinik inflamasyonun devam
edebildigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ailesel Akdeniz atesi, miR-204-3p, miR-223-3p, deltex1, sitotoksik
T-lenfosit antijen4, hastalik aktivitesi, enflamasyon.

Bu calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 45004.
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ABSTRACT

HAJIYEVA, R. (2022). Importance of microRNA-204-3p, microRNA-223-3p,
deltex1, cytotoxic t-lymphocyte-associated antigen gene-4 in familial Mediterranean
fever patients. Istanbul University-Cerrahpasa Graduate School of Education,
Department of Medical Biochemistry. Doctoral Thesis. Istanbul.

Familial Mediterranean fever (FMF) is the most common inherited
autoinflammatory disease in the world. Next-generation sequencing has identified many
novel variants, but their clinical relevance is largely unknown, precluding their
interpretation. Diagnosis, assessment of disease severity, and functional tests and
biomarkers that may aid treatment are under development. Our aim in this thesis project
is to evaluate the efficacy of serum miR-204-3p, miR-223-3p, plasma pyrin, deltex
(DTX1), CTLA4 levels in FMF patients and to investigate their relationship with the
pathogenesis and progression of the disease. 48 children with FMF and 36 healthy
children were included in the study. Serum miR-204-3p and miR-223-3p levels were
measured by PCR method and plasma pyrin, DTX1, CTLA4 levels were measured by
sandwich ELISA method. There was no statistical significance between the groups in
plasma CTLA4 levels. Serum miR-204-3p, miR-223-3p, plasma DTX1 levels were found
to be significantly lower in FMF patients compared to the control group, while plasma
pyrin levels (p<0.05, in all) were significantly higher. A positive correlation was found
between CTL-4 levels and pyrin and DTX1 levels (r=0.602; p<0.001; r=0.740; p<0.001,
respectively). In line with these results of our study, miR-204-3p and miR-223-3p may be
effective in the pathogenesis of FMF. Increased plasma levels of the pyrin protein
encoding the MEFV gene may have an important role in apoptotic and inflammatory
signaling pathways. Increasing pyrin may increase the sensitivity of putative pyrin
inflammasomes as FMF mutations. A decrease in DTX1 levels and a positive correlation
between DTX1 and CTL-4 suggest that subclinical inflammation may continue in attack-
free periods in FMF patients.

Keywords: Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, deltexl, disease activity, Familial
Mediterranean fever, inflammation, miR-204-3p, miR-223-3p.

This study was supported by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul
University-Cerrahpasa. Project Number: 45004.

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Ailesel Akdeniz atesi (AAA), 'periyodik peritonit', 'ailesel paroksismal polisero-
zit', 'periyodik hastalik', 'Siegal-Cattan-Mamou hastalig1', "Wolff periyodik hastalig1' veya
'Reimann sendromu' olarak da bilinen otoinflamatuar genetik bir hastaliktir. AAA, esas
olarak Akdeniz kokenli insanlar1 etkileyen otozomal resesif gecis gosteren genetik bir
bozukluktur. AAA, ¢ocuklukta erken donemde agrili ataklara yol acan tekrarlayan ates
ve serozit (gogiis, karim, eklemler) ataklari ile karakterizedir. {1k atak siklikla ¢ocuklukta
ortaya ¢ikar ve genellikle 20 yasindan once baglar. Tiim ataklar 2-4 saat arasinda gelisir
ve 6 saat ila 4 giin arasinda siirer. Bazen bir dokiintii veya bas agris1 eslik eder. Amiloidoz,
AAA'nin en 6limciil komplikasyonudur. Erken teshis ile kolsisine baglanmas1 ataklarda
diizelme saglar ve amiloidozu onler (1-5).

Genetik bir hastalik olan AAA'den sorumlu gen, kromozom 16'nin (16 p13.3) kisa
kolunda bulunan Mediterranean FeVer (MEFV) genidir. MEFV geni, pyrin proteinini
kodlar. MEFV geninin AAA'ne yol acabilecek yaklasik 300 farkli mutasyonu tanimlan-
mistir. Pyrin, 781 amino asit igeren bir protein olup AAA'nin patofizyolojisinde rol oy-
nadigina inanilmaktadir. Pyrin esas olarak 16kositler de dahil olmak {izere dolasim hiic-
relerinin hiicre iskeletinde bulunur. Lokositler, patojenlere karsi bir bagisiklik tepkisi
olusturmaktan sorumludur. Pyrin proteininin tam yapisi, islevi ve AAA'de inflamatuar bir
yanit olusturmadaki rolii hala tam olarak anlagilamamustir. Olas1 bir hipotez, pyrinin apo-
pitoz iliskili nokta benzeri protein (ASC) ve kaspaz-1'e baglanmasidir. Bu baglanma, in-
terlokin-1beta (IL-1f3) aktivasyonunu ve dolayisiyla inflamatuar yolaklari inhibe eder.
MEFV genlerinin mutasyonu, pyrin proteinini ve islevini bozar, bu da IL-1f'nin ve ar-
dindan tiim inflamatuar yolun aktivasyonuna yol agar (34, 37, 154-156).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kisa, tek sarmalll
RNA molekilleridir. miRNA’larin kesfi, malign, bulasici ve otoimmiin mekanizmalar
gibi biyolojik siirecleri anlamada devrim yaratti ve epigenetik alaninin gelisimine katkida
bulundu (160,161). AAA hastalarinda miR-107, let-7d-5p ve miR-148b-3p down-regile
ve miR-144-3p, miR-21-5p, miR-4454 ve miR-451a duizeylerinin up-regiile oldugu bil-
dirildi. miR-107 ve miR-148, AAA hastalarinda down-regtle edilirken, miR-21 up-re-
gule edilir ve ataksiz donemde bile AAA hastalarinin dogustan gelen bagisiklik sistemi-



nin genel bir proinflamatuar profilini gosterir. En 6nemlisi, tiim bu miRNA'larin bagisik-
lik siireglerinde yer aldig: bildirilmistir (216). AAA hastalig: ile iligkili olabilecek miR-
223 diizeylerinin hastalarda anlamli olarak azaldig1 tespit edilmistir (217).

Deltex (DTXT1), prolin bakimindan zengin bir motif i¢eren ubikuitin E3 ligazdir. Fa-
relerde DTX1 delesyonunun, T hiicrelerinin ve lupus benzeri otoimmiin sendromlarin hi-
peraktivasyonuna yol agtig1 bilinmektedir. Ancak insan otoimmiin hastaliklari ile iliskisi
kesin olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalarda T hiicre fonksiyonunun negatif regu-
latorii olabilecegi onerilmektedir. Bu etkisini IFN-y iiretimini arttirarak gosterdigi one
strilmektedir (231).

T hiicresi aktivasyonunda kritik bir kontrol noktasi olan sitotoksik T-lenfosit ile
iligkili antijen geni-4 (CTLAA4), birgok otoimmun hastaliga neden olmustur. CTLA-4 mo-
lekiilii, T hiicresi aktivasyonu iizerinde baskilayici bir etkiye sahiptir ve antijen sunan
hiicrelerde ligand CD80 / 86 ile etkilesimleri yoluyla CD28'e bagimli T hiicresi aktivas-
yonunu bloke ederek immiin toleransin korunmasina katkida bulunur (232-234).

Bu tez projesindeki amacimiz; AAA patogenezinde CTLA4 ve bu molekiilii kod-
layan geni hedef alan miR-223-3p ve DTXI1 ile kodlayici genini hedef alan miR-204-
3p’nin yer alip almadigini1 belirlemektir. S6z konusu ¢alisma bu molekiillerin AAA ile
iliskisini ortaya koyarak AAA’da bu miRNA’larin olasi mekanizmalarini agiklamaya y6-
nelik ilk ¢aligma olacaktir. Boylelikle hem AAA patogenezinin daha iyi aciklanmasina
katki saglayacagini hem de yeni terap6tik yaklasimlar i¢in hedef olusturacagi 6n goril-
mektedir. Bu hipotez dogrultusunda c¢aligmada AAA hastalarinda serum miR-204-3p,
miR-223-3p, plazma pyrin, CTLA4 ve DTX1 duzeylerini belirleyerek bu parametrelerin
hastaligin patogenezi ve progresyonunda non-invaziv, daha hassas ve 6zgin biyobelir-

tecler olarak klinikte kullanilabilme olasiliklarini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA), periton, plevra veya sinovyal membranlarin
inflamasyonu ile karakterize, genellikle ates ve kas agrilarinin eslik ettigi, 6-96 saat siiren
ve tekrarlayan ataklarla ilerleyen otozomal resesif gecisli otoinflamatuar bir hastaliktir.
Ozellikle Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler ve Araplar gibi Akdeniz ¢evresindeki
topluluklarda yaygindir (1-3). AAA hastalarinin yaklasik %90'inda klinik semptomlar 20
yasindan dnce ortaya ¢ikmaktadir (4).

2.2. Tarihge

AAA hastaliginin bilinen ilk tanimi 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan
yapilmistir ve hastalik 1945 yilina kadar tanimlanmamistir.1945 yilinda hastalik;
Siegal'in kendisinde ve Amerika’nin New York sehrinde yasayan 10 Askenazi
Yahudisinde ayni klinik tabloyu tespit etmesi tizerine bir kez daha Benign Paroksismal
Peritonit olarak tanimland1 (5-8). Hastaligin ailesel oldugu ve ayrica amiloid birikiminin
gorlildiigi ilk kez 1952 yilinda Mamou ve Cattan adli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (9). 1955-1958 yillarinda Helter tarafindan ayrintili bir tanim yapilmis ve
1958 yilinda Helter ve Sohar tarafindan "ailesel 4 Akdeniz atesi" tanimi kullanilmistir.
Ayrica bu aragtirmacilar 1961 yilinda hastaligin genetiginin otozomal resesif kalitildigini
bildirmislerdir (10-12). Ilk kez 1972 yilinda Goldfinger tarafindan kullanilmaya baslanan
kolsisinin giinliik kullanimi, hastaligin sikligini, siddetini ve siiresini 6nemli Olciide
azaltmistir. Ayrica en onemli 6liim nedeni olarak gosterilen amiloidoz insidansinda
kolsisin kullanimi ile azalma goézlenmistir (13,14). Daha sonra 1992 yilinda 16.
kromozomun kisa kolunda bdlgesi gosterilen (16p13.3) MEditerranean FeVer geni
(MEFV geni) 1997 yilinda iki farkli konsorsiyum tarafindan es zamanli olarak
bulunmustur. Bu genin isimlendirmesi bas harflerinden olugsmaktadir. 4 “MEditerranean

FeVer” kelimelerinden MEFV geni olarak isimlendirilmistir (15,16).



2.3. Epidemiyoloji

AAA bir¢ok etnik grupta tespit edilse de en sik Akdeniz bolgesinde goriilmektedir.
Araplarda, Tiirklerde, Ermenilerde, Rumlarda, italyanlarda, Kuzey Afrikali Yahudilerde
(Fas, Cezayir, Tunus) ve Dogu Avrupa Yahudilerinde ¢ok yaygindir (Sekil 2.3.1.) (17-
20).

Turkey [19, 35, 36, 47) 317 T8 87 117 90 NENEDEE
Greece [16, 48, 50) 383 EEASEE 98 155 107 B
Cyprus [51) 176 29 74 TUs0TT® 20,6
Balkans (13, 48) 179 3654 IEETTN
Italy [16, 33] 250 1105 36 208 104 BN
Spain (29, 34) INHZONE0NS 0TI
Marrocco [41) 47,0 320 6.5
Arabs (N. Africa) (23, 41] 148 fa 238
Jordan (Arab) [31, 37] 440
Egypt [38-40] 252 e
Lebanon [43) 261 [ v S X
Non-Ashkenazi [16, 45)
Israel, Ashkenazi (16, 23, 30] 436
Syria [42) 458
Armenia (10, 30, 32, 44) 486
0 20 40 percents (%) 60 80 100 120

M694V  mM680I = M694I E148Q mV726A mR761H mWP369S mK695R ~ F479L

Sekil 2.3.1: AAA hastalarinda yaygin MEFV mutasyonlarinin allel frekanslari (%)

Tiirkiye, AAA sikliginin en yliksek oldugu bolgelerden biridir. Prevalans: yaklasik
1/400-1/1000 olarak belirlenmis olup, yaklasik 100.000 AAA hastasi oldugu
diisiiniilmekte ve tastyicilik oran1 1/5 olarak bildirilmektedir (21). Israil'de 1/1000'den
biraz daha fazla ve Ermenilerde yaklasik 1/1500'den biraz daha sik goriilmektedir (18,22).

Ulkemizde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda MEFV genindeki varyantlarin
varligina gore hesaplanan tasiyicilik oranlari farkli degerlere sahiptir. Orta Anadolu
bolgesinde 100 saglikli kontrol {izerinde yapilan bir calismada %?20, Karadeniz
bolgesinde 100 saglikli kontrol {izerinde yapilan bir calismada ise %27 gibi yiiksek tasima
oranlar1 saptanmustir (23-28). Giineydogu Anadolu bolgesinde 667 saglikli kontrol

tizerinde yapilan bir ¢calismada %3,8 tasiyicilik oran1 bulunmustur (29).

Otozomal resesif gegisli bir hastalik olan AAA, daha ¢ok akraba evliliginin yaygin
oldugu boélgelerde goriilmektedir. Hastalarin %901 20 yasindadir; yaris1 10 yasindan
kiiciik. Semptomlar yasamin ilk yillarinda bile ortaya ¢ikabilir. Tiirk toplumunda ortalama
hastalik baslangi¢c yast 9,5, ortalama tami yasi 16,5'tir (27,30). Kirk yasindan sonra
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baslangi¢ c¢ok nadirdir (31). Kiz ve erkek cocuklar arasindaki iligkiye bakildiginda
pediatrik yas grubunda AAA hastaliginin genel olarak her iki cinsiyette esit olarak
dagildig1 goriilmektedir (31,32).

2.4. Etiyopatogenez

AAA'ya MEFV geni mutasyonlar1 neden olur. MEFV geni, Amerikalilarin pyrin
(ates diizenleyici protein anlamina gelen Latince 'pyrexia'dan) ve Fransizlarin
marenostrin (Akdeniz'in eski adi, Latince Mareo nostrumdan) adinm1 verdigi bir proteini

sentezler (11,33).

Kromozom 16
16p13.3

MEFV gene A
~14.6 kb U ﬂ ﬂ ﬂ B
317bp  633bp 350bp  96bp  231bp-., 23bp 116bp  33bp 33bp 1667bp
M68OIL,
2428 “,  TSTIANIS:  \6oyqel, 1
i M694del, G
S208T [E244K -, H478Y P weoan,
I P VI26A
Pyrin protein AN ~ L& E
781 amino acids QD/) I} bZIP l: B cc —— B302
1-92 266-280 370-412  420-440 597-776
Interaction : ( > O D .
partners , ) O
ASC 14-3-3 PKN1/2 p65/1kB PSTPIP1 Caspase 1

Sekil 2.4.1: Pyrin’in yapist ve etkilesime girdigi proteinler

PYD: Pyrin domain; B: B-kutusu ¢inko parmak alani; bZIP: bazik l6sin fermuart (basic leucine
ZIPper); PSTPIPI: Prolin serin treonin fosfataz etkilesimli protein, PKN1/2: Protein kinazlar
PKNI ve PKN2; ASC: Kaspaz alim alani iceren apoptozla iliskili benek benzeri protein

Pyrin, 86 kDa arginin ve lizin amino asitlerinden zengin, 781 amino asitten olugan
pozitif yiklii bir proteindir (Sekil 2.4.1) (34-37). Esas olarak polimorfoniikleer hiicrelerde,
sitokinle aktive olan monositlerde, dendritik hiicrelerde ve sinovyal fibroblastlarda
bulunur (38). Bu proteinin anti-inflamatuar bir islevi oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle
meydana gelen mutasyonlar, fonksiyon kaybi ile pyrin proteininin sentezlenmesine ve

inflamasyondaki baskilayici roliinii yerine getirememesine neden olur (26). Pyrin proteini



yapisal olarak 5 fonksiyonel bolgeye sahiptir (Sekil 2.4.1).

Bu bolgeler;

Pyrin (PyD, PAAD veya DAPIN),
* DbZIP,

» B-kutusu ¢inko parmak,

» Alfa sarmali,

+ B30.2.

Her bolgenin farkli bir islevi vardir. Ornegin; pyrin parcasi (PyD bolgesi),
Apopitozis nokta benzeri protein (ASC) bir Kaspaz giiclendirme bolgesi (CARD) proteini
ile etkilesime girerek interlokin (IL)-1p aktivasyonunu inhibe eder (39-41). Bunun
disinda bazik 16sin fermuar1 (bZIP) bolgesi niikleer faktdr kappa beta aktivasyonunu
saglar (39-42). Pyrinin yapis1 ve etkilesime girdigi proteinler (43) Ug Parcali Motif Ailesi
(TRIM) proteinlerle etkilesime giren ve viral enfeksiyonlara kars1 koruyucu etkiye sahip
olan alfa sarmal bolgesidir (44). MEFV gen ekzonlar1 ve pyrin protein yapist (45) sonug
olarak mutasyona ugramis pyrin proteininin varligi konak savunmasinda, ates
patogenezinde ve inflamasyonda ve kontrolsiiz IL-1f sekresyonunda anahtar rol oynayan
IL-1p iiretiminde artiga neden olur. AAA ataklarina neden olur. AAA'nin atak déneminde
C-Reaktif Protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) (46) gibi akut faz reaktanlarinda artig

oldugu gosterilmistir.

Giinlimiizde kabul edilen bir diger 6nemli hipotez ise ataklarin inflamatuar yanitin
diizenlenmesindeki bir bozukluktan kaynaklandigidir. Normal olarak, peritoneal ve
sinovyal s1vilar, kompleman 5a (C5a) fragmaninin kemotaktik aktivitesini inhibe eden bir
inhibitor protein icerir. C5a dnemli bir inflamatuar aracidir ve nétrofiller icin giiclii bir
kemotaktik etkiye sahiptir. C5a inhibitdr proteini, gii¢lii bir proinflamatuar sitokin olan
hem C5a hem de IL-8'1 inhibe eder. AAA hastalariin eklem ve periton sivisinda C5a
inhibitér proteinin yetersiz oldugu ve bu nedenle inflamasyon olusabilecegi One
stirtiilmiistiir (26,47,48). Sonug¢ olarak konak savunmasinda, inflamasyonda ve ates
patogenezinde anahtar rol oynayan IL-1f iiretimi, mutant pyrin proteininin varlig ile artar

ve kontrolsiiz IL-1 salinimi AAA ataklarina neden olur. AAA semptomlarin ataklarda



ortaya ¢ikmasinin, mutant pyrin proteininin stres sirasinda iglevini yerine getirememesi
sonucu dengenin inflamasyon lehine bozulmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Barakat ve ark.'min yaptig1 bir calismada, katekolamin desarji sempatomimetik bir ajanla
saglandiginda ortaya ¢ikan bulgular, AAA ataklarina benzemekte ve kolsisin tedavisinden

yarar bu teoriyi desteklemektedir (49).

2.5. Genetik Ozellikleri

AAA, monogenik kalitim gdsteren otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. 16.
Kromozomun (16p13.3) kisa kolunda lokalize olan MEFV geni 3505 niikleotid ve 10
ekzondan olusur (6,33,50,51). Bugiine kadar MEFV geninde 335 tip mutasyon
gosterilmistir (52). Genellikle nokta mutasyonlar olarak goriiliir ve mutasyonlarin ¢ogu
ekzon 2, 3, 5 ve 6zellikle 10'dadir. Bu mutasyonlarin ¢ogu yanlis anlamli mutasyonlardir
(3). AAA hastaliginda siklikla goriilen Missense mutasyonlart ve M694V, M680I ve
V726A mutasyonlart MEFV geninin 10. ekzonunda yer alir. Yapilan ¢alismalarda Tiirk
AAA hastalarinda MEFV geninde en sik saptanan mutasyon orani; M694V ig¢in %51,55,
M680I icin %9,22, E148Q icin %3,55, V726A icin %2,88 ve M694l icin %0,44
(18,33,35,53-56). Son ¢aligmalar ekson 2 mutasyonu olarak bilinen R202Q degisikliginin
AAA hastalarinda da olduk¢a yaygin oldugunu gostermistir. Saglikli popiilasyon ile AAA
hastalar1 arasinda R202Q degisikligi insidansim1 karsilastiran caligmalarda, AAA
hastalarinda R2020Q degisiminin daha sik oldugu saptanmistir (57). 199 hastanin
demografik o6zelliklerini ve mutasyonlarin1 degerlendiren bir ¢alismada, R202Q

mutasyonu M694V'den sonra en sik goriilen ikinci mutasyon olarak one ¢ikmaktadir (58).

MEFYV allellerinde bulunan mutasyonlara gore ti¢ farkli fenotip tanimlanmistir:

1-Fenotip 1 (Onemli AAA): Cok ¢esitli hastalikla ilgili semptomlar1 ve M694V

mutasyonu basta olmak {izere bircok mutasyonu olan hastalar.

2-Fenotip II (Izole amiloidoz): ik veya tek semptom olarak amiloidozlu hastalarda
M694V mutasyonu ¢ok yaygindir. Bu hastalarin serumunda SAA proteini saglikli
kontrollere gére anlamli derecede yiiksek bulundu. Bu hastalarda subklinik inflamasyon

varligini ve akut atak olmaksizin amiloidoz ve nefrotik sendrom gelisimini agiklamaktadir.

3-Fenotip III (Preklinik AAA): Klinik belirti ve semptom gdstermeyen ancak



homozigot veya kombine heterozigot MEFV mutasyon tasiyicilari olan ve sessiz
durumda olanlar. E148Q ve V726A mutasyonlar1 ¢cogunlukla bu fenotipte bulunur. Bu
kategorideki insan sayisi diger iki kategoriden ¢ok daha fazladir ve etnik kdken bu

fenotipin ortaya cikisini etkilemektedir (59,60).

2.6. Klinik Ozellikleri

Bir ¢ocukluk hastaligi1 olarak bilinen AAA, tipik olarak, periton, plevra, eklem
(veya deri) igeren tekrarlayan ates ve iltihaplanma ataklari ile kendini gosterir (61).
Hastalarin %90'inda 20 yasindan once; %75'inde ilk belirtileri 10 yasindan once
goriilmeye baslar (62,63). Tiirkiye'de AAA tanisi almis genis bir hasta popiilasyonu ile
yapilan bir ¢alismada, semptomlarin ortalama 9,6 yasinda basladigi ve hastalarin ortalama
16.4 yasinda tan1 aldig1 gortilmiistiir (4,12,27,30). Atak siiresi genellikle 2-4 giin arasinda
degismekle birlikte daha uzun veya daha kisa ataklar da goriilebilir. Tetikleyici faktorler
tam olarak bilinmemekle birlikte enfeksiyonlarin veya stresin etkili rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Ataklar genellikle herhangi bir semptom olmadan aniden baslar ve daha
sonra kendi kendine sona erer. Bazi hastalarda sinirlilik, bas donmesi, istah artisi, tat alma
duyusunda degisiklik gibi ¢esitli duyusal ve fiziksel sikayetler ataklarin habercisi olabilir.
Ataklar sirasindaki klinik bulgular ¢esitli sekillerde olabilecegi gibi en sik goriilen atak
tipi de olabilir; ates, karin agris1 ve eklem bulgularinin bir arada oldugu bir atak seklidir
(12,21,64,65). En sik goriilen ndbet tipi ates, karin agris1 ve eklem semptomlarinin bir

arada olmasidir (65).

2.7. Tam

AAA'y1 teshis etmek i¢in kullanilabilecek spesifik bir test olmadigindan klinik tani
kuraldir. Tani, 4 farkli grup tarafindan 6nerilen tani kriterlerinden birine dayandirilabilir.
Bunlar; En yaygin olarak kullanilan '"Tel Hashomer' kriterleri (Tablo 2.7.1), Tiirk pediatrik
kriterleri ve yakin zamanda Onerilen "Eurofever/PRINTO" ('Eurofever': Avrupa menseli
bir otoinflamatuar hasta kayit sistemi, PRINTO (Pediatric Rheumatology International
Trials Organisation) (Tablo 2.7.2), Livneh kriteri (Tablo 2.7.3) kriterlerdir (1,48,62,64,66-
68).



Tablo 2.7.1. Tel Hashomer Tani Kriterleri

Major Kriterler Minor Kriterler

1 Serozitin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklari | Tekrarlayan ates ataklari

2 Yatkinlastiric1 bir hastalik olmaksizin AA Erizipel benzeri eritem varligi

tipi amiloidoz varligi

3 Kolsisin tedavisine anlamli yanit alinmasi Birinci derece akrabalarinda AAA varligi

Kesin tami: 2 major kriter veya 1 major + 2 minor Kriter

Olasi tani: 1 major + 1 mindr Kriter

Tablo 2.7.2. Yalcinkaya ve arkadaglart tarafindan onerilen Tiirk Pediatrik AAA Tani

Kriterleri
Kriter Ac¢iklama
1. Ates Aksiler viicut 1s1s1> 38°C, 6-72 saat siiren, > 3 atak

2. Karin agrisi

6-72 saat siiren, > 3 atak

3. Gogiis agrist

6-72 saat siiren, > 3 atak

4. Artrit

6-72 saat siiren, > 3 atak, oligoartrit

5. Aile dykisi

Kesin tan1 i¢in en az 2 kriter bulunmalidir.




Tablo 2.7.3. Livneh ve arkadaslar tarafindan onerilen AAA Tani Kriterleri

Major Kriterler

Minor Kriterler

1-4’teki tipik ataklar

1. Peritonit (generalize)

1. inkomplet gogiis ataklart

2. Plevrit (tek tarafli) veya perikar-
dit

2. Inkomplet artrit ataklar

3. Monoartrit (kalga, diz, ayak bi-
legi)

3. Egzersizle bacak agrisi

4. Tek basina ates

4. Kolsisine iyi yanit

5. Inkomplet abdominal ataklar

Destekleyici kriterler

1. Ailede AAA 6ykisu

8. Lokosit, ESR, SAA, fibrinojen duzeylerinden
bir veya daha fazlasinda patolojik sonuglar ile sey-
reden gecici inflamatuvar yanit

2. Uygun etnik koken

9. Aralikli proteiniiri, hematiiri

3. 20 yasindan 6nce baslamasi

10. Appendektomi veya tanisal laparatomi

4. Agir, yatak istirahati gerektiren
atak

5. Kendiliginden gecmesi

6. Ataklar aras1 bulgusuz donem

7. Ailede akraba evliligi 6ykiisii

Tipik ataklar

Inkomplet ataklar

1. Tekrarlayict (ayn1 yerde 3’ten
Gok)

Asagida belirtilen 6zelliklerden birisi veya ikisi
bakimindan tipik ataklardan farkli, agrili ve tek-
rarlayici ataklardir

2. Atesli (rektal, 38 derece veya
daha yuksek)

1. Normal veya 38°C’den diisiik ates

3. Kisa siireli (12 saat-3 glin) n6-
betlerdir.

2. Klasik nobetlerden daha uzun veya daha kisa
nobetler

3. Abdominal ataklar esnasinda peritonit bulgula-
rinin olmamasi

4. Lokalize abdominal ataklar

5. Spesifik yerlerden bagka yerleri tutan artrit

Kesin tani icin;

1 veya daha fazla majo6r 6lcit veya

2 veya daha fazla minor Olcit veya

1 mindr, 5 veya daha fazla destekleyici olgut veya

1 mindr 6lgut ile birlikte destekleyici 6lgutlerden ilk 4 tanesinin varligi gerekmektedir.

10




2.8. Hastalik Siddetinin Degerlendirilmesi

Gliniimiizde, Pras ve arkadaslarmin skorlamasi en yaygin olarak AAA siddetinin
degerlendirilmesinde kullanilir (7ablo 2.8.1) (69-71). Bu skorlama sistemi pediatrik
hastalar i¢in yeniden diizenlenmis ve kolsisin dozunun yasa uygunluguna gore

skorlanmasi 6nerilmistir (72,73).

Tablo 2.8.1. Pras ve arkadaslarinin onerdigi hastalik agirlig1 skorlamasi

Parametre Ozellik | Puan
Baslangi¢ yasi (y1l) >31 0
21-31 1
11-20 2
6-10 3
<6 4
Aylik atak sayisi <1 1
1-2 2
>2 3
Artritin 6zelligi Akut 2
Uzamis 3
Erizipel benzeri eritem varligi ’)
Amiloidoz varlig 3
Kolsisin dozu (mg/giin) 1 Pediatrik hasta i¢in kolsisin dozu:
1,5 2 Yasa gore*: Diisiik 0 puan
3 Uygun 1 puan
>2 4 Yiiksek 2 puan
Toplam puan hesaplanir; 3-5 puan hafif, 6-8 puan orta, 9 puan ve iizeri ciddi hastalik
olarak siniflandirilir.
*Yasa gore uygun dozlar: 5 yas alt1 icin 0.5 mg/giin, 5-10 yas i¢in 1 mg/giin, 10 yas
iizeri icin 1,5mg/giin olarak degerlendirilecektir.

2.9. Ayiric1 Tam

2.9.1. Tekrarlayan Ates

Hastaligin en tipik bulgularindan biridir. Ates 12 saat ile 3 giin arasinda siirer
(74,75). Hafif atesten 40°C'ye kadar ¢ikan ates olabilir. Siklikla diger klinik bulgularla
birliktedir. Bazen sadece atesle seyreden nadir ataklar olabilir. Bazi hastalarda ates ¢ok
yukselmedigi i¢in gozden kacabilir. Ayn1 hastanin bazi ataklarinda yiiksek degerler, bazi
ataklarinda normal degerler 6l¢iilebilir. Eklem ataklarinda ates goriilmeyebilir. Kolsisin
kullanan hastalarda ates ve akut faz reaktant yiikselmesi ataklara eslik etmeyebilir

(23,64,76-79).
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2.9.2. Karm Agrisi

Karin agris1t AAA hastalarinda en sik goriilen ikinci semptomdur ve hastalarin
yaklasik %90-95'inde goriliir (80-82). Herhangi bir prodromal belirti veya semptom
olmadan aniden baslar. Karin agris1 bir kadranda lokalize olabilir veya karin boyunca
yaygin olabilir. Bulgular hafif abdominal distansiyondan siddetli peritonite kadar genis
bir klinik spektruma sahiptir. Fizik muayenede abdominal distansiyon, rebound
duyarliligr ve barsak seslerinde azalma saptanir. Genellikle 12-24 saat sonra karin
agrisinin siddeti azalir ve atak 2-3 giin i¢cinde tamamen geger (83). Karmn agris ile
basvuran hastalarin ayirici tanisinda birgok hastalik olmasina ragmen AAA hastalarinin
sikayetleri 20 yasindan 6nce basladigi icin hastayi ilk degerlendiren doktorlar genellikle
akut apandisit diisiiniirler. Ancak apendektomi sonrasi ates ve agrinin kendiliginden
gerilemesi veya tekrarlamasi baska tanilara yol agar. Daha 6nce bir¢ok agr1 olmasina
ragmen teshis zor olabilir. Ciinkii bir¢ok hastalik tekrarlayan karin agrisi ve ates (porfiri
gibi) ile ilerleyebilir (62,84,85). Baz1 klinisyenler, acil ameliyat ihtiyacini ve yanlis tan

riskini Onleyebilecegi icin elektif apendektomi dnermektedir (25).
2.9.3. Artrit/artralji

Cocuklarda AAA ataginin en sik goriilen ticlincii belirtisi eklem agrisidir. Tek bir
biiylik eklemi iceren eroziv olmayan bir artrit genellikle alt ekstremitede goriiliir. Bazi
durumlarda {ist ekstremite de etkilenebilir. Ayrica cocukluk ¢aginda birden fazla eklemin
simetrik veya asimetrik tutulumu da karsilagilabilecek bir durumdur (86). Ataklar kendini
iki farkl sekilde gosterir; Vakalarin ¢ogunlugunu olusturan kisa stireli akut veya subakut
form ve vakalarin %5'in1 olusturan kronik form. Akut zamani eklem tutulumu daha siktir
ve 3 karakteristik dzelligi vardir. {1k 24 saatte bu artrite genellikle ¢ok yiiksek ates eslik
eder. Genellikle ayak bilegi, diz ve kalga gibi alt ekstremitenin biiyiik eklemlerinden birini
etkiler. Bulgular ve sikayetler genellikle 24-48 saat i¢inde zirveye ulasir ve daha sonra

hizla diiser ve iz birakmaz (83,86-88).
2.9.4. Gogiis agrisi

AAA ataginin ortak bulgularindan biri gégiis agrisidir. %30'luk bir insidans ile
AAA'de dordiincii en yaygin olanidir. Bu agr1 ¢cogunlukla plevral bazen de perikardiyal
tutuluma bagli olarak ortaya ¢ikabilir. Genellikle tek tarafli tutulum vardir ve hasta yan

agrisi, nefes alirken batma hissi gibi sikayetlerle basvurur (21). Gogiis rontgeninde
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nadiren plevral efiizyon saptanabilir. Eflizyon nedeniyle kostofrenik siniiste kiintlesme,

ayni tarafta solunum seslerinde azalma ve nadiren atelektazi bildirilmistir (31,90).

Hastalarin %5'inde plevral atak ilk bulgu olabilir. AAA perikardit, hastaligin geg
evrelerinde ortaya ¢ikma egilimindedir (31,80). Tek basina veya karin ve eklem ataklar
ile goriilebilir (91). AAA'lr hastalarin %1,4'liinde perikardit gelisir. AAA'nin tek belirtisi
olarak tekrarlayan perikardit olmasi ¢ok nadirdir. Perikardiyal ataklar nadiren

perikardiyal tamponad ve yapici perikardite yol agabilir (92).
2.9.5. Cilt Lezyonlar

AAA hastalarinda en karakteristik bulgu erizipel benzeri eritemdir. AAA
hastalarinin %3-46'sinda, genellikle ayak bilegi ve diz arasinda, bazen de ayak dorsalinde
eritema nodozumun da siklikla goriildiigli erizipel benzeri dokiinti AAA icin oldukca
tipiktir (93). Tek tarafli, yaklasik 10-15 cm capinda, ciltten hafif kabarik, eritem seklinde
pembe-mor renkli dokiintiilerdir. Lezyonun bulundugu cilt bolgesi 6demli ve 1s1 artigi

vardir (12,44,94).

Tekrarlayan oral aftlar, 6dem, purpura, eritema nodozum ve psoriazis AAA'da
goriilebilen diger mukokutandz lezyonlardir. Anjiyondrotik 6dem benzeri kendini
sinirlayan lezyonlar %16'sin1 olusturur. Erizipel ile iligkili olan M694V homozigot

geninin diger cilt bulgulari ile iligkili olmadig1 gosterilmistir (95-97).

2.9.6. Myalji

Tiirk AAA hastalarinda miyalji sikligmin %11,5 ile %39,6 arasinda degistigi
bildirilmistir (98). Miyalji genellikle artrit ile iligkilidir ve agr1 siddetli olmamasina
ragmen genellikle uzun siireli ayakta durma ve agir egzersizden kaynaklanir (99).
Langevitz'in 1994 yilinda AAA'li hastalar lizerinde yaptig1 bir ¢alismada 'uzamis atesli
miyalji sendromu' tanimlanmistir. Bu hastalik zamani belirgin gii¢c kaybinin eslik ettigi
miyalji, uzun siire 38.5°C'ye kadar ¢ikabilen ates, periton irritasyonu olmayan karin agrisi,
belirgin olarak arttig1 goriilebilen eritrosit sedimantasyon hizi, ldkositoz ve
hiperglobulinemi eslik eder. Nadir de olsa ishal ve purpura goriilebilir. 6-8 haftaya kadar
uzaya bilir (99-102). M694V mutasyonunun varliinda karin agrisi, artrit veya ishalin

eslik ettigi uzun siireli atesli miyaljiler goriilebilir. Steroidlere ihtiya¢ duyulabilir (103).

13



2.9.7. Vaskiilit

AAA seyri sirasinda vaskiilit normal popiilasyona gore daha sik goriilmekte olup,
eriskinlerde %2,7-7 oraninda Henoch Schonlein Purpura (HSP) ve 9%0,9-1 oraninda
Poliarteritis Nodosa (PAN) goriildiig bildirilmistir (104,105). AAA hastalar1 olusum
mekanizmasi tam olarak gosterilememistir ve vaskiilit gelisen hastalarin yarisinda
kompleman tiiketimi, artmis immiinoglobulinler ve dolasimdaki immiin kompleksler
gosterilmistir (65). Cocukluk ve ergenlik doneminde ortaya c¢ikan PAN'da AAA
hastalarinda mutlaka sorgulanmalidir (106). Cogu hastada AAA tanisi vaskiilit gelistikten
sonra konmaktadir (51). Bu hastalar, kompleman aktivasyonunun bozulmus inhibisyonu
nedeniyle akut vaskiiler hasara ve siklosporin A toksisitesine daha duyarlidir. Bu
hastalarda PAN vaskiiliti daha agir seyreder (107). Ayrica HSP ve Behget'li hastalarda
MEFV mutasyon sikliginin yiiksek oldugunu gosteren veriler mevcuttur (108). AAA
hastalarinda HSP'nin daha erken yaslarda ortaya ¢iktig1, daha fazla 6demin eslik ettigi ve
inflamasyon belirteclerini daha fazla artirdigir gézlenmistir (109). Ayrica hastaliga eslik
eden bir diger vaskiilit tablosu da uzamis atesli miyalji sendromudur. Yiiksek
sedimantasyon ve kortikosteroidlere tepkisi ile isaretlenir. Uzamig atesli miyaljide eklem
bulgulari cogunlukla yoktur ve elektromiyografik incelemeler, kas enzim diizeyleri ve kas
biyopsisi normal sinirlar iginde bulunur. Onemli laboratuvar bulgularindan biri

hipergamaglobulinemidir (99,110).
2.9.8. Hepatomegali ve Splenomegali

Yapilan caligmalarda AAA olan hastalarda %30-40 oraninda splenomegali, %3
siklikta hepatomegali saptanmistir (46). Kolsisin kullanan hastalarda tekrarlayan
hiperbilirubinemi ve akut hepatit vakalar1 bildirilmistir (111). Amiloidozlu hastalarda
karaciger biyopsisi yapilmasi onerilmez, sistemik amiloidozlu hastalarda ise biiylimiis

karacigerden kanama riski nedeniyle yapilmamalidir (110).
2.9.9. Diger Klinik Tutulumlar

Nadir de olsa AAA ataklar sirasinda norolojik tutulum olabilir. En sik goriilen
bulgu bas agrisidir. AAA hastalifinda bag agrisindan sonra en sik goriilen kranial tutulum
seklinin serebrovaskiiler hastaliklar ve demiyelinizan lezyonlar oldugu gdsterilmistir.
Kolsisine duyarli psddotiimdr serebri ve kranial sinir tutulumu olan olgular da

bildirilmistir (112-114). Nadiren tekrarlayan aseptik menenjit vakalart vardir (115).
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Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 AAA hastalarinda 8-14 kat daha sik gériiliir ve daha
agresif seyreder (116). Orsit cocuklarda ve ergenlik dncesi erkeklerde goriilebilir ve hatta
AAAin ilk belirtisi olabilir (117). AAA seyrinde gebelik sirasinda infertilite ve fetal
kayip meydana gelebilir (118).

2.9.10. Amiloidoz

Amiloidoz hastaligin prognozu i¢in en 6nemli faktordiir. Serum amiloid A adi
verilen bu protein karaciger tarafindan sentezlenir. Serum amiloid A'nin malignite,
enfeksiyon, AAA atagi, doku hasar1 ve diger inflamatuar olaylar sonucunda akut faz
reaktanlarinin parcalanmasit sonucu ortaya c¢iktigr disiiniilmektedir (78,119,120).
Amiloidoz, proteiniiri ile baslayan ve yaklasik 10 yil icinde son donem bdbrek
yetmezligine kadar ilerleyen klinik bir tablodur. Tedavi edilmeyen olgularda 40 yasindan
once kronik bobrek yetmezligi gelistigi bilinmektedir (121). Kronik Akdeniz atesine
sekonder gelisen amiloidoz siklig1 farkli {ilkelerde farkli oranlarda goriilmektedir.
Ulkemizde kolsisin kullanmayanlarda %20-25 oraninda amiloidoz goriildiigii
bildirilmektedir. Diizenli kolsisin kullaniminda amiloidoza rastlanmaz (36,122).
Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada amiloid gelisen AAA hastalarinin %50'sinde homozigot
M694V mutasyonu oldugu, amiloid gelismeyen AAA hastalarinda bu oranin %36'ya
diistiigii goriilmiistiir. Ayni calismada amiloid gelisen AAA hastalarinin %74'iinde SAALI
geninde o/o polimorfizmi bulunurken, amiloid gelismeyen AAA hastalarinda bu
oran %?21'e diisdiigii i¢in bir risk faktorii oldugu ortaya ¢ikt1 (123). Amiloid tanisy, ilgili
organin biyopsisinde amiloid birikiminin gosterilmesiyle konur. En sik bobrek ve rektal
biyopsi kullanilir (124). AAA hastalarinda kalic1 proteiniirisi olan hastalarda ve diyaliz
tedavisi veya bobrek nakli gerektiren son donem bdobrek yetmezligi olan hastalarda
kolsisin tedavisine en az 2 mg/giin devam edilmelidir (65). Amiloidoz, gastrointestinal
sistemde tutulum gostererek kalici diyare ile karakterize malabsorpsiyona neden olur.

Karaciger ve dalak siklikla tutularak hepatosplenomegali'ye neden olur (125).
2.10. Laboratuvar bulgulari

AAA i¢in tanisal laboratuvar testi yoktur. Akut ataklar sirasinda rutin kan testi
sonuclart spesifik degildir. Atak sirasinda 16kositoz, eritrosit sedimentasyon hizi (ESR),
CRP, fibrinojen, haptoglobulin, kompleman 3 (C3), kompleman 4 (C4) ve SAA gibi akut

faz reaktanlar1 yiiksek bulunur. Tiim bu bulgularin normal oldugu veya akut ataklar
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arasindaki déonemde belirgin bir azalma gosterdigi bildirilse de son zamanlarda SAA'nin
subklinik inflamasyonu saptamada en iyi gdsterge oldugu sonucuna varilmigtir
(78,126,127). Hemen hemen tiim ataklarda C-reaktif protein artar, ataklarin %90'inda
sedimantasyon, %60'inda fibrinojen ve ataklarin %50'sinde 16kosit sayis1 artar. Ataklarda
trombosit ve ferritin artiginin goriilmedigini bildiren yayimlar olmakla birlikte (124,127),
aksini bildiren yayinlar da mevcuttur (128). Tiimor nekroz faktorii (TNF), IL-1, IL-6, IL-
8 seviyeleri de onemli dlgiide artdigi, ancak interferon (IFN) aktivitesinde azalma rapor
edilmis (129). Amiloidozun en erken belirtileri mikroalbliminiiri ve proteiniiridir. AAA

seyrinde atak sonrasi digkida mikroskobik hematiiri ve gizli kan saptanabilir (83,130).
2.11.Tedavi

AAA genel olarak iyi bir tedavi yaklagimi ile kolaylikla kontrol altina alinabilen bir
hastaliktir. Ayrica klinisyenlerin farkli tedavi yaklasimlari, farkli cografi bolgelerden
olmalar1 ve farkli saglik kaynaklarina sahip olmalar1 da klinik basariy1 etkilemektedir
(131). AAA tedavisinde temel amag¢ inflamasyonu azaltmak, olasi ataklar1 onlemek ve
sekonder amiloidoz gelisimini engellemektir. Kolsisin tedavide ilk kez 1972 yilinda Emir
Ozkan ve Goldfinger tarafindan yapilan bir calismada kullanilmistir. Bu déneme kadar
cesitli tedaviler kullanilsa da bu tarihten itibaren hastaligin tek tedavi ajani olarak;
Colchicum Autumnale (sonbahar ¢igdem) adli bitkiden elde edilen bir trisikilik alkaloid
ajan olan Kolsisin kullanild1 (132-135). Kolsisin yagda ¢oziiniirliigii yiiksek bir ilag
oldugu i¢in viicuda alindiktan sonra dokulara hizla gecer. Plazma konsantrasyonu, oral
uygulamadan 2 saat sonra doruga ulasir. Serum yar1 6mrii yaklasik 20 saattir. Karacigerde
sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan metabolize edilir (136-138). Cogunlukla safra ve

fegesle, %10-20 bobrekler yoluyla atilir (139).

Kolsisin kullanan hastalarda hem atak siddetinde hem de atak sikliginda anlamli
azalma vardir. Hastalarin %50'sinde ataklar neredeyse tamamen kaybolurken %30-
40'inda kismen kaybolur. Hastalarin %5-10'unda ataklar kontrol altina alinamasa da
maksimum dozu verdigimizde bile yanit almamiyor. Kolsisinin biiylime {izerinde
herhangi bir olumsuz etkisi gosterilmemistir (72,140,141). Ataklar kontrol altina
alinamasa bile amiloidoz gelisme riskini azaltmak icin kolsisin tedavisine devam
edilmelidir. Yagam boyu kolsisin kullanimi 6nerilir ve ilag kesildiginde ataklar tekrarlar

(134,142-144).
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Amiloidoz gelisimini énlemek i¢in kullanilacak en diisiik kolsisin dozu 1 mg'dir.
En diislik kullanim giinliik 1 mg, en yiiksek kullanim 2 mg'dir. 5 yasin altindaki cocuklar
i¢in kolsisin baslangi¢ dozu <0,5 mg/giin, yasa gore ortalama; 5-10 yas arasi ¢ocuklarda
0,5-1 mg/giin, 10 yas lizeri ¢ocuklarda 1-1,5 mg/giindiir. Pediatrik yas grubunda viicut
agirligina gore en etkili doz 0,02-0,03 mg/kg/giin'diir (21,145-147). Standart doz tedaviye
yanit vermeyen hastalarda doz 0,25 mg artirilarak maksimum 2 mg'a kadar ¢ikilabilir

(145,148).
Kolsisin intoksikasyonuna neden olabilecek durumlar:

. Glinliik alinmast gereken maksimum dozun (¢ocuklarda 2 mg/giin, yetiskinlerde

3 mg/giin) asilmasi,

. Karaciger veya bobrek yetmezligi (ilacin yarilanma omrii 9-16 saat, ancak yarisi

-Sirotik hastalarda yasam siiresi 7 kat uzayabilir),

. Makrolidler, ketokonazol, ritonavir, verapamil, sitatinler ve sitokrom 3A4 yoluyla
metabolize edilen diger ilaglarin birlikte uygulanmasi (135). Kolsisin, sitokrom 3A4'i
zay1f bir sekilde inhibe eden azitromisin ile kombinasyon halinde kullanilabilir. Kolsisin
intoksikasyonu doza baglidir. 7 mg'in tizerinde 6liimciildiir (149). Mide bulantisi, ishal ve
karin agrist olusur. Zehirlenmenin ilk asamasinda dehidratasyon, sok, akut bobrek ve
karaciger yetmezligi ve nobetler vardir. Ikinci asamada ilaci aldiktan 24-72 saat sonra

ortaya ¢ikan ¢oklu organ yetmezlikleri vardir (150-153).

Kolsisine direngli olgular1 tanimlamak i¢in tedavi yanitini gosteren AAASO
kriterleri belirlendi. Bu kriterler; (i) tedavi ile atak sikligindaki yiizde degisim, (i1) tedavi
ile atak stiresindeki yiizde degisim, (iii) hastanin global hastalik degerlendirme 6lgegi, (iv)
hekimin global hastalik degerlendirme 6lcegi, (v) tedaviye bagl artrit atak ytizdesi, ( vi)
tedavi ile CRP, ESR veya SAA diizeylerinde ylizde degisim”. Tedaviye yanit vermis
denilebilmesi i¢in son 3-6 ayda 6 kriterden 5'inde kdtiilesme olmaksizin %50 diizelme
olmasi gerekir (154). Tiim atesli ataklar1 engelleyemedigi, ancak kalic1 glomeriiler hasar1
olmayan hastalarda proteiniiriyi azalttigr gosterilmistir. Pyrin, AAA hastalariin
serumunda kaspaz-1 aktivitesini diizenleyemedigi i¢in TNF, interlokin (IL)-1, IL-6 ve IL-
8 seviyeleri yiksektir. IL-1, ozellikle AAA hastalarindaki inflamatuar siirecten
sorumludur. Bu nedenle tedavide IL-1 antagonist ilaglar da kullanilmaktadir. AAA

hastalarinin %5-10"unu olusturan kolsisin tedavisine direngli hastalarda 6zellikle tercih
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edilirler. Ancak SAA diizeyi yiiksek ve kolsisine bagli ciddi yan etkileri olan hastalarda
da tercih edilirler (154-156). Ug farkli IL-1 antagonisti vardir:

. Anakinra; Bir insan rekombinant IL-1 reseptdr antagonistidir. Onerilen tedavi

dozu ¢ocuklarda 1 mg/kg/giin ve yetiskinlerde 100 mg/giin'diir.

. Rilonocept; fiizyon proteini. IL-1 reseptoriiniin hiicre dist kismimi ve IL-1

reseptOrii aksesuar proteinini igerir. Dolasimdaki IL-1'1 etkisiz hale getirir (157).

. Kanakinumab; IgG1 tipi IL-1 monoklonal antikorudur. Onerilen tedavi dozu, <40
kg cocuklar i¢cin 2 mg/kg/8 hafta ve yetiskinler i¢in 150 mg/8 haftadir. Anakinra ve
kanakinumab giivenli ilaglardir (158,159).

2.12. MikroRNA (miRNA)

miRNA'lar; Genomda protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden ve
protein kodlayan ekzon veya intron bdlgelerinden transkripsiyonu yapilan ancak proteine
cevrilmeyen fonksiyonel RNA molekiilleridir (160,161). miRNA'larin %95'1 18-24
niikleotit (nt) uzunlugunda ve ortalama 22 niikleotit uzunlugundadir (162,163).
Insanlarda yaklasitk 706 miRNA'lar tanimlanmistir ve genomun %30'unu kontrol
etmektedir. Ayrica miRBase veri tabaninda farkli organizmalara ait, yani her biri farkli
bir genomik organizasyona ve farkli bir biyogenetik mekanizmaya sahip 5000'den fazla
miRNA'lar girisi yapilmistir (164). miRNA'larin isimlendirilmesinde ilgili tiiriin
kisaltmasinin oniine "miR" 6n eki gelir ve sayisal kodlamas: "mir" 6n ekinden sonra
verilir. Biiyiik harfle yazilmayan "mir", miRNA 6ncesi durumu temsil eder ve biiyiik
harfle yazilan "miR", olgun miRNA'larin durumunu temsil eder. Isimlendirme, yaklasik
olarak ayni dizilere sahip miRNA'lar1 adlandirmak i¢in kullanilir. Ornegin, miRNA-133
ve miRNA-133b dizisi benzer oldugu igin a ve b sonekleri kullanilir. Ug harfli 6nek, tiiriin
kokenine bagl olarak hsa-miR-208 (hsa: Homo sapiens) olarak adlandirilir. iki olgun
miRNA, ayni pre-miRNA'larin zit dizilerinden kaynaklaniyorsa, ilgili dizinin sonuna

bagli olarak -3p veya -5p sonekini alirlar.(165-167).
2.12.1. miRNA’larin Yapisi ve Kesfi

Insan genomunun yaklasik %1-2'si fonksiyonel proteinleri sentezlemek igin
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kullanilir. Uzun yillar boyunca genomun geri kalaninin ¢ok az Onemli oldugu
disiiniilityordu. Bu goriis, kiiglik kodlamayan RNA'larin kesfinden sonra degisti
(168,169). 1lk miRNA'lar, Lee ve arkadaslar tarafindan kesfedildi (163). Ik miRNA,
nematod grubundan bir solucan olan Caenorhabditis elegans {izerinde yapilan bir genetik
calisma sirasinda 1993 yilinda Victor Ambros Laboratuvari'nda bulundu ve bu 2001
yilinda miRNA'lar lin-4 ad1 verildi (170,171). O zamanlar bu yeni RNA tipinin nematod
spesifik bir RNA oldugu disiiniildii ve iizerinde durulmadi. Ancak daha sonraki
calismalarda MiRNA'larin sadece nematodlarda degil, insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde
ve viriislerde de bulundugu ve gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (172).
Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda miRBase 20 veri tabaninda kayitli 1872 6ncii
insan miRNA'lar dizisi tespit edilmistir. Tanimlanan bu miRNA'larin en ¢ok 1.
Kromozomda (161), en az ise Y kromozomunda yer aldig1 gosterilmistir. Arastirmacilar,
insan miRNA'larinin %50'sinden fazlasinin kanserle iligkili genomik bolgelerde ve

kirilma noktalarina yakin bolgelerde lokalize oldugunu bulmuslardir (173).

2.12.2. miRNA’larin Biyogenezi

miRNA'larin biyolojik olusum siireci, hiicre ¢ekirdeginde baslayip sitoplazmada
son bulan bir dizi siire¢ sonucunda gergeklesir (174). miRNA'lar {i¢ ardisik islemden
sonra olusturulur. Birinci siiregte miRNA'lar genlerinden birincil miRNA A'nin (pri-
miRNA) transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci islemde, pri-miRNA'lar ¢ekirdekte Oncii
miRNA'lar (pre-miRNA'lar) doniistiiriiliir. Ugiincii siiregte sitoplazmada olgun
miRNA'lar olusur (175-180). miRNA'larin olusumu, c¢ekirdekteki genomik DNA
tizerindeki ilgili genlerden birincil miRNAin (pri-miRNA'lar) transkripsiyonu ile baslar.
500 1la 3000 baz cifti ile pri-miRNA'lar bir “sa¢ tokasi; “Kapak™ ve “Poly A” uzantilariyla
“firkete” ad1 verilen bir yapidan olusur (169,181-186). Pri-miRNA'lar, RNAase II enzimi
tarafindan genomik DNA'dan sentezlenir. Cekirdekteki bu yapi, RNAase III enzim
ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve onun kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan
parcalanir ve yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki pre-miRNA'ya doniistiiriiliir. Bu
molekiil, niikleer tagima reseptorii Exportin 5 ve niikleer protein RAN-GTP'ye bagh
olarak sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA'lar sitoplazmada RNAase III enzim ailesinden
Dicer adl bir niikleaz tarafindan parcalanir ve 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift sarmalli

MiRNA: miRNA dupleksine doniistiiriiliir ve ayrica RNA kaynakli susturma
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kompleksinin (RISC) yapisinin olusumunu baglatir (187-196).

Pre-miRNA
Cekirdekten tagiim
Exportin §
' Kesim iglemi
, | T il e
Sitoplazma
RISC yiiklenme
‘ RISC - RISC
T ol ] Tam olmayan eglesme
mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmasi

Sekil 2.12.2.1: miRNA’larin biyogenezi

RISC: RNA kaynakh susturma kompleksi; DGCRS8: Mikroiglemci kompleksi alt birimi; RAN:
Ras iliskili niikleer protein; GTP: Guanozin trifosfat; TRBP: Transaktivasyon yanit elemani
RNA baglayict protein; Dicer: Cift sarmalli RNA'va 6zgii endoriboniikleaz

Pre-miRNA'lar, niikleer tasima reseptorii Exportin 5 ve niikleer protein RAN-
GTP'ye bagh olarak ¢ekirdekten sitoplazmaya tasmnir. Sitoplazmada premiRNA'lar,
RNAase III enzim ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer ve 18'de Transaktivasyon
Duyarl1 Bolge (TAR) transaktivator RNA baglayici protein (TRBP) veya polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) aktive edici protein (PACT) ile etkilesime girer. 24 niikleotid
uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA (miRNA dupleks) cevrilir (Sekil 2.12.2.1) (197-201).

RISC tam bilesimi belirsizdir, ancak insanlarda dort aile {iyesi tanimlanmis olan

Argonaute (Ago1-4) proteinleri, onun temel bilesenleridir. Ortaya ¢ikan RISC kompleks,
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yoluyla hedef miRNA'nin 3'UTR bdlgesine baglanarak protein sentezini kismen veya

tamamen inhibe edebilir (202-206).
2.12.3. miRNA’larin Fonksiyonu

miRNA'larin bir hiicrede {iretilebilen toplam proteinlerin yaklasik %30'unu
diizenledigi diisiiniilmektedir. Boylece miRNA'lar hiicre proliferasyonu, gelisimi,
apoptoz, hematopoietik hiicre gelisiminin diizenlenmesi, yaglanma ve metabolizma gibi
biyolojik olaylarda yer alir (172,207,208). Simdiye kadar kesfedilen miRNA'larin sadece
kiictik bir boliimiiniin biyolojik rolleri aydinlatilmigtir. Olgun miRNA'lar, hedef genlerin
ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin diizenlenmesine katilir. miRNA; RISC ile bir
kompleks olusturur, baz eslesmesi ile miRNA'ya baglanir ve daha sonra protein
translasyonunun inhibisyonuna ve/veya miRNA'nin bozulmasina neden olur (209-211).
Caligmalar, tespit edilen insan miRNA'larinin %50'sinin genomda kirilgan bolgeler olarak
bilinen alanlarda bulundugunu ve kanserle iligkili oldugunu gostermistir (173). Ek olarak,
organlarin ve organ sistemlerinin gelisiminde 6nemli bir olay olan embriyonik kok hiicre
farklilagmasinin, miRNA'lar tarafindan 6nemli 6l¢iide modiile edildigi bulunmustur (212-

214).

2.12.4. miRNA ve AAA

Bircok arastirmaci, AAA hastaligi ile iliskili olabilecek miRNA'lar1 tanimlamistir.
2017 galigmasina gore, AAA hastalart MEFV mutasyonlarina gore alt boliimlere ayrilds;
bu gruplar ekzon 10 mutasyonu olan AAA hastalar1 (grup A), ekzon 3 mutasyonu olan
AAA hastalar1 (grup B) ve her iki ekzonda mutasyonu olmayan AAA hastalar1 (grup C)
olarak tanimlandi. Mikroarray analizinden sonra A ve B gruplar1 arasinda 24 farkh
miRNA, A ve C gruplar arasinda 30 farkli miRNA, B ve C gruplar arasinda 25 farkl
miRNA ekspresyon farki tespit edildi. Bu bulgular gelecekte AAA'nin alt gruplarinin
belirlenmesinde faydali olabilecek biyobelirte¢ ¢alismalarina yol agabilir (215). Yakin
tarihli bir baska calismada, miRNA'larin AAA patogenezindeki etkisini arastirmak igin
51 hasta ve 49 saglikli kontrol ile miRNA 28 analizi yapildi. Literatiirden secilen 15
miRNA icin qRT-PCR ile ekspresyon analizi yapildi. Sonug olarak; miR-125a, miR-132,
miR-146a, miR-155, miR15a, miR-16, miR-181a, miR-21, miR-223, miR-26a ve miR-

34a hastada anlamli olarak azalmisti. Hastalardan olusan calisma grubu kendi iginde
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karsilastirildiginda kolsisin alan hasta grubunda miR-132, miR-15a, miR-181a, miR23b
ve miR-26a'nin arttig1; miR-146a, miR-15a, miR-16, miR-26a ve miR-34a'nin azaldig1
belirlendi. Atak geciren hastalarda MiR-132, miR-15a, miR-21 ve miR-34a
ekspresyonlar1 anlamli olarak azaldi (216,217). Baska bir ¢alismada 6 AAA hastas1 ve 6
kontrol bireyi ile mikroarray ve biyoinformatik calismalar1 yapilmistir. Sonug¢ olarak
hastalarda miR-20a-5p ekspresyonunun arttig1, hastalarda miR-197-3p ekspresyonunun
azaldig1 goriildii (218).

2.12.5. miR-204-3p

Literatiirde farkli kanser tiirlerinde plazma ve doku miR-204 diizeylerindeki
degisiklikler ile ilgili calismalar bulunmakta ve bu arastirmalarin sonuglart miR-204'tin
bu kanserlerin patogenezi ile iliskili oldugunu kuvvetle desteklemektedir (219,220).
Ancak inflamatuar hastaliklar ile miRNA-204 arasindaki iliskiyi inceleyen sinirl sayida
calisma bulunmaktadir. Crohn hastalig1 olan hastalarda yapilan bir ¢alismada, etkilenen
bagirsak mukozasinda miR-204 ekspresyonlarinin arttigt bulunmustur (221). Bunun
tersine, Lai ve ark. Romatoid artrit hastalarda plazma miR-204 diizeylerinin daha diisiik

oldugunu ve anti-TNF-alfa tedavisinden sonra arttigin1 bulmuslardir (222,223).

miR-204, inflamatuar sitokin tiretimini baskiladigi ve bu nedenle AAA'li hastalar
icin yararli bir biyobelirte¢ olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde, AAA
hastalarinin remisyon doneminde plazma miR-204 seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini
bulmuslar. Plazma miR-204 diizeylerinde en belirgin diisiis M694V (+) hastalarda
goriilmiis (223).

Yayinlanmis baska bir ¢alismada, ataklar1 olan ve olmayan hastalardan alinan
serum Ornekleri kullanilarak mikroarray analizi yapilmis ve ataklit AAA hastalarinda miR-
204-3p ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir. Makrofajlarda (THP-1 hiicre hatt1)
miR-204-3p ekspresyonu lipopolisakkarit (LPS) indiiksiyonu ile baskiland1 ve Toll
benzeri reseptér 4 (TLR) tarafindan aktive edilen sitokinlerin {iretimi indiiklenerek
niceleme c¢aligmalar1 yapildi. Biyoinformatik ve lusiferaz aktivite deneylerinin
sonuclarina gére miR-204-3p'nin fosfoinosit 3-kinaz gama (PI13KYy) sinyal yolunda etkili
bir miRNA oldugu ortaya ¢ikt1. Sonug olarak serumda bulunan miR-204-3p'nin AAA'de
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ve PI3Ky yolu araciligiyla sitokin

tiretimini  baskilayabilen bir molekiil olmasi nedeniyle tedavi hedefi olabilecegi
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belirtilmistir (224).

2.12.6. miR-223-3p

miR-223 ilk olarak hematoloji caligmalar1 sirasinda kesfedildi. miR-223'iin en
onemli rolii, hematopoietik hiicrelerin farklilasmasini diizenlemektir. Kemik iliginde
ekspresyonlari yiiksektir. Hematopoetik kok hiicreler, kemik iligi, beyaz kan hiicreleri ve
lenfosit hiicrelerinin gelisimini etkiler (225). miRNA, 223 X kromozomunun q12 kolunda
bulunan ($ekil 2.12.6.1) bir miRNA 'dir ve insanlarda 22 niikleotit uzunlugundadir. 11k
calismalarda miR-223'iin miyeloid hiicrelerle sinirli oldugu bildirilmis olsa da (226),
fonksiyonel miR-223 ekspresyonunun hepatositler dahil miyeloid olmayan hiicre

tiplerinde de meydana geldigi bir¢cok grup tarafindan gosterilmistir (227).
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Sekil 2.12.6.1. miR-223’iin kromozomal lokasyonu

Hepatik miR-223 seviyeleri, iskemik/reperfiizyon hasarinda (119) énemli dlciide
arttigit  ve hepatoselliller karsinomda azaldigi gozlenmis (228). Kolesterol
metabolizmasinin diizenlenmesinde yer alan miRNA'larin sayisinin artmasiyla birlikte,
caligmalar miR-223"'iin karmasik kolesterol metabolizmasi i¢in ¢ok yonlii bir merkezi

diizenleyici oldugunu gostermistir (229,230).

miR-223"lin bagisiklik sisteminin homeostazinda ve gelisiminde dnemli rolii oldugu
bilinmektedir. miR-223"in bir¢ok kanser tiirii, inflamatuar ve otoimmdiin hastaliklar ve

diger patolojik siireclerle iliskili oldugu gosterilmistir (230).

miR-223"lin nétrofillerde NLRP3'in diizenlenmesinde 6nemli rollere sahip oldugu

diisiiniilmektedir. IL-6 tarafindan miR 223'iin down regiilasyonunun IL-1p ve IL-6
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tiretimini destekledigi bildirilmistir. Serum miR-223 diizeylerinin AAA hastalarinda
anlamli olarak azaldig1 bildirilmistir (217). Ancak sonuglar tartismalidir. RA'li hastalarin
periferik T hiicrelerinde ve sinovyumunda miR-223"in ekspresyonu arttig1 bildrlmistir

(230).
2.13. Deltex1 (DTX1)

Substrat tanimanin 6zgiilliigi, ubikitinasyon sirasinda ubiquitin E3 ligaz tarafindan
belirlenir. Ubiquitin E3 ligazlar olarak islev goren insan DTX protein ailesi, DTX1,
DTX2, DTX3, DTX3L ve DTX4 olmak iizere bes liyeden olusur. DTXI1, prolin
bakimindan zengin bir motif igeren bir ubikuitin E3 ligaz’dir. DTX1’in, E3 ligaza bagimli
ve bagimsiz mekanizmalar tarafindan T hiicresi aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmektedir. Farelerde DTX1 delesyonunun, T hiicrelerinin ve lupus benzeri
otoimmiin sendromlarin hiperaktivasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Ancak insan
otoimmiin hastaliklar ile iligkisi kesin olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalarda T
hiicre fonksiyonunun negatif regiilatorii olabilecegi onerilmektedir. Bu etkisini IFN-y

tiretimini arttirarak gosterdigi one siirtilmektedir (231).

2.14. Sitotoksik T-lenfosit ile iliskili antijen geni-4 (CTLA-4)

CTLA-4, aktivasyondan 24-48 saat sonra diizenleyici T hiicrelerinde (Treg) ve T
hiicrelerinin yiizeyinde gegici olarak eksprese edilen bir tip I transmembran proteinidir.
CTLA-4 yolu, T hiicrelerinin aktivasyonunu engelleyebilen inhibitdér molekiillerden
biridir ve otoimmiin patolojilerin 6nlenmesinde hayati rolii olan en 6nemli yollardan
biridir (232). CTLA-4 molekiiliinii kodlayan gen 2. kromozomun uzun kolundadir; 2q33
bandinda yer alir ve 3 adet ekzondan olusan polimorfik bir gen bolgesidir (Sekil 2.14.1)
(233,234).
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Sekil 2.14.1. CTLA4 (2q33) genomik alanlar

T hiicresi aktivasyonunda kritik bir kontrol noktas1 olan CTLA4, bir¢ok otoimmiin
hastaliga neden olmustur. CTLA-4 molekiilii, T hiicresi aktivasyonu {izerinde baskilayici
bir etkiye sahiptir ve antijen sunan hiicrelerde ligand CD80 / 86 (B7.1, B7.2) ile
etkilesimleri yoluyla CD28'e bagimli T hiicresi aktivasyonunu bloke ederek immiin
toleransin korunmasina katkida bulunur (235). CTLA-4 / B7 kompleksi, CD28 / B7
kompleksi ile rekabet edebilir ve T hiicresi gelisimini, sitokin liretimini ve immun
reaksiyonlart etkileyen T hiicreleri lizerinde inhibe edici bir etkiye sahip olabilir (236).
CTLA-4 gen polimorfizmlerinin, CTLA-4 proteininin inhibe edici fonksiyonunu
etkiledigi  gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, CTLA-4 gen
polimorfizmlerinin, romatoid artrit, sistemik lupuseritematozus, Graves hastaligi,
otoimmiintiroid hastalig1 ve tip I diyabet gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklara duyarlilik
veya siddet kazandirdigim1 gostermektedir (237). CTLA-4n diger islevleri asagida
Ozetlenmistir (7ablo 2.14.1.1).

Tablo 2.14.1.1. CTLA-4 molekiiliiniin ana islevieri

» Sitokin {iretimini ve hiicre ¢ogalmasini engeller (238).

* Hiicre dongiisii ilerlemesini engeller, niikleer faktor kappa beta (NF-kB) ve aktive
edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) gibi transkripsiyon faktorlerinin
inhibisyonuna yol acar (239).

* Hiicre hareketliligini artirir (240).

* T hiicresi-antijen sunucu hiicre (APC) temas siiresini kisaltir (240).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ nun 20/03/2019 tarihli 83045809-604.01.02 say1li onay1 alinarak gergeklestirildi.
Caligsmaya dahil edilen tiim olgulara, kan alim1 6ncesinde ¢alismay1 anlatan bilgilendirme

formu verildi ve imzali onam belgesi alindi.

Calisma gruplari; Nisan 2019- Nisan 2020 tarihleri arasinda, Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Romatolojisi Anabilim Dali’nda AAA
diizenli, takipli, 18 yas altinda olan 48 remisyon doneminde ve ayni demografik

ozelliklere sahip 36 saglikli kontrol grubu ¢alismaya dahil edildi.
3.1.1. Calisma Gruplar
3.1.1.1. Kontrol Grubu

Calismaya dahil edilen hastalarla benzer demografik 6zelliklere sahip olmayan
herhangi bir ek hastalig1 ve ila¢ kullanimi olmayan, yazili onam veren yas ortalamasi

1044 olan 13 ki1z ¢ocuk, 23 erkek ¢ocuk (Kontrol; n:36) kontrol grubunu olusturmaktadir.
3.1.1.2. Hasta Grubu

Calismaya dahil edilen hastalar AAA hastaligi olan, yazili onam veren yas

ortalamasi 12+4 olan 26 kiz ¢ocuk, 22 erkek ¢cocuk (Hasta; n:48) bu gruba dahil olmustur.

3.2. Calismadan Dislama Kriterleri

Asagida belirtilen 6zelliklere sahip olan olgular ¢aligmaya alinmamustir.

18 yas iistii hasta ve kontroller
* Norolojik hastalik ve agir psikiyatrik hastalik
 Kronik karaciger ve bobrek yetmezligi

* Kiriterleri doldurmayan hastalar
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* Bagka bir inflamatuar hastaliga sahip olanlar
* Bilgilendirilmis onam vermeyen/¢alismaya katilmak istemeyen hastalar

* Amiloidoz tanisi1 alan hastalar
3.3. Orneklerin Almmasi ve Cahsilan Parametreler

18 yas altinda hasta ve kontrol grubundan kan alindi. On koldan 1 adet jelli tiipe ve
1 adet K3 —EDTA (1,6 mg/mL kan) ve proteaz inhibitorii olan aprotinin (50 KIU/mL kan)
iceren tiipe (BD, katalog no: 361017) kan alindi. Kanlar alindiktan sonra K3—EDTA ve
aprotinin igeren tiip bekletilmeden, jelli tiipde ise pihtilasma gerceklestikten sonra 3500
rpm’ de 10 dk +4°C’ de santrifiij edildi. Daha sonra elde edilen 6rneklerinden ayrilan
serumlarda mikroRNA izolasyon kiti, plazmada ise DTX1, CTLA-4 ve pyrin diizeylerinin
Ol¢timil icin ependorflara porsiyonlanip analize kadar -80° C’ de saklandi. Belirtilen bu
parametrelerin analizi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’ nda yapildi. Calismaya alinan hastalarin Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Fikret Biyal Tibbi
Biyokimya Laboratuvari’ nda ¢alisilan rutin test parametreleri (kan glukoz diizeyleri, tam
kan sayimi, karaciger enzimleri) sonuglar1 laboratuvar bilgi sisteminden alindi. Calisma
ile iliskili olarak demografik veriler (hastalik durumu, hastalik baslangi¢ yasi, tan1 yasi,
kullanilan ilaglar, mutasyonlar, atak sikligi, atak siiresi, goriilen bulgular) bilgileri
gonilliilerin dosyalarindan temin edildi.
Calismaya dahil edilen AAA hastalarinin AAASO skoru, hastalarin dosyalarindan

elde edilen asagidaki veriler ile hesaplandi:

e Tedavi ile atak sikligindaki degisim yiizdesi

e Tedavi ile atak stiresindeki degisim ylizdesi

e Hastalarin/ebeveynlerin tedavi ile hastalik siddetinin global degerlendirmesindeki

ylzde degisimi
e Hekimlerin tedavi ile hastalik siddetine iliskin global degerlendirmesindeki yiizde
degisimi
e Tedavi ile artrit ataklarinin sikligindaki degisim yiizdesi

e Tedavi ile akut faz reaktanlarinin seviyelerindeki yiizde degisim
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3.4. Kullanilan Arac ve Gerecler
Mikropipet
Mikropipet uglar1 (10, 100 ve 1000 uL)
Ependorf tiipleri
Ependorf santrifiij (Hangzhou Allsheng Instruments, Super Mini-14K)
Sogutmali santriflij (Nuve, NF400R)
Derin dondurucu (Elcold Lab, Haier ULT Freezer)
Buzdolab1
Vortex
Distile su cihazi
Etiv
Nanodrop 2000c Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR; real time polymerase chain

reaction) cihazi (AB Applied Biosystems Step One Plus)
Otomatik ELISA cihaz1 (ELx800, Bio-Tek Instruments, Inc.)

Otomatik ELISA yikayici1 (ELx50 Auto Washer, Bio-Tek Instruments, Inc.)

3.5. Yontemler
3.5.1. MiR-204-3p ve miR-223-3p Tayini
5 basamaktan olusmaktadir:
» Total RNA izolasyonu
*  RNA miktar olgiimii

*  Komplementer DNA (cDNA) sentezi
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+ Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun (qPCR; quantitative

real-time polymerase chain reaction) gerceklestirilmesi

o 22T yontemi ile analiz

3.5.1.1. Total RNA izolasyonu

Bu asamada Extract Me mikroRNA kiti kullanilmistir (Katalog no: EM12)

%100 B-merkaptoetanol, miRLys (miRNA Lysis) tamponuna %1'lik olacak sekilde

bir nihai konsantrasyonla ilave edildi.

Kit protokoliinde belirtilen oranda miRW (miRNA yikama) tamponuna %99,9
(mutlak) etanol eklendi.

Tamponlarin kapaklar1 buharlasmay1 6nlemek i¢in sikica kapatilmistir.

-80°C’ de dondurulmus serum c¢alismadan 1 giin 6nce -20°C’ e alindi. Calismaya

baslamadan oda 1s1sinda (37°C’ de) ¢6zlinmesi i¢in beklendi.

Eppendorflara 200 pL serum pipetlendi. Daha sonra 400 pLL miRLys tamponu
eklenerek vorteks ile karistirildiktan sonra 15000 g'de 120 saniye santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatan, toplama tiipiindeki DNA saflastirma kolonuna aktarildiktan
sonra 120 saniye 15000 g'de santrifiij edildi. Filtreden akan malzeme steril 1.5 mL

Eppendorf tiiptine aktarildi.

Bu karisim RNA saflagtirma kolonuna aktarildiktan sonra 120 saniye 15000 g'de
santrifiij edildi. Stiziintii, 1.5 mL steril Eppendorf tiipiine aktarildi.

Filtrata aynm1 hacimde %99.9 etanol aktarildiktan sonra vorteks ile karistirildi. Bu
karisimin 650 ul'si miRNA saflastirma kolonuna aktarildi ve 120 saniye 15000 g'de

santrifiijlendi. Elde edilen siiziintii atildi.

Kalan karisim ayn1t miRNA saflastirma kolonuna aktarildi ve 15000 g'de 120 saniye

santrifiijlendi ve filtreden akan siv1 atild1.

miRNA bagll mini kolonlar hazirlandi.
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Hazirlanan her bir mini kolona 500 pL miRW tamponu eklendi. 15000 g'de 60 saniye

santrifiij edildi. Siiziintii atildiktan sonra 2 kez daha yikama yapilmustir.

Son santrifiijlemeden sonra kalan siiziintii atildi ve 180 saniye 15000 g'de

santrifiijlendi.

Santrifiijlemeden sonra siizlintii atildi ve minikolonlar dikkatlice 1.5 mL steril

eppendorf tiipe aktarildi.

Saflagtirma minikolon membraninin merkezine 60 pL eliisyon (miREB) tamponu
eklendikten ve 120 saniye oda sicakliginda birakildiktan sonra, mini kolonlar 120

saniye 10000 g'de santrifiijlendi.

Mini kolonlar ¢ikarildiktan sonra 30060 pL igeren ependorflar bir sonraki asamaya

kadar -80°C'de saklandi.

3.5.1.2. RNA Miktar Olciimii

RNA izolasyonunun ardindan Nanodrop Spektrofotometre ile RNA konsantrasyonu

belirlendi. Her numunedeki RNA miktari, 260 ve 280 nm dalga boylarinda optik

yogunluk olciilerek hesaplandi.

3.5.1.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentez

Bu basamakta Wizscript cDNA Synthesis Kit (High Capacity, Katalog no:W2211)

ve Suarge Biyoteknoloji Firmas1’ nin miRNA qPCR SL Assay Kit i¢erigindeki RT primeri
(Katalog no: SUA-MIREXs) kullanildi. I¢ kontrol (housekeeping) olarak U6 (Katalog

no:MIREXs-U6) tercih edildi (Tablo 3.5.1.3.1.).

Tablo 3.5.1.3.1: hsa_miR-204-3p, hsa_miR-223-3p ve hsa_ RNUG6-6P kit ozellikleri

Gen Adr Erisim no Ol¢iim Adi1 ve numarasi Fragment
uzunlugu (bp)

hsa_miR-204-3p | MIMAT0022693 | miRNA qPCR SL Assay for hsa- | 83-87
miR-204-3p, MIREXs-H204-3
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26826

Human RNU6-6P, MIREXs-U6

hsa_miR-223-3p | MIMAT0000280 | miRNA qPCR SL Assay for hsa- | 83-88
miR-223-3p, MIREXs-H223-3
hsa  RNU6-6P Entrez Gene ID: | miRNA qPCR U6 Control Assay for | 89

[lk ters transkripsiyon (RT) master mix hazirlandi. Bu karisim daha sonra RT igin

RNA'ya eklendi. Son adimda, bir termal dongiileyicide (PCR cihazi/DNA yiikselticisi)

RT reaksiyonu gerceklestirildi.

RT ana karigimi (10 pL) hazirlama adimlar;

* Kit igerigi ¢oziildiikten sonra nihai hacim 10 pL'dir; 4 pL RN Aase i¢cermeyen su,
2 pL reaksiyon tamponu, 1 pL ANTD karisimi, 2 pL RT primer karigimi (1 pL U6 dahili
kontrol RT, 0,5 pL. miR-204-3p RT ve 0,5 pL miR-223-3p RT ), 1 pL WizScript Rtase

bozuk.

* Buz lizerinde master mix hazirland.

RT reaksiyonu i¢in hazirlik;

* Sentez Oncesi, numunelerde yer alan RNA konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde

gerekli hesaplama yapildi.

* 96 kuyucuklu reaksiyon plate’e toplam hacim 10 pL olacak sekilde RNAaz igermeyen

su ve RNA 0rnegi pipetlendi.

« Daha sonra her bir kuyuya 10 pL RT master mix pipetlendikten sonra iyice

karistirmak i¢in iki kez pipetlenip tekrar kuyucuga birakildi.

 Plate tizeri kapatildi.

» Plaka, alttaki siviy1 toplamak ve hava kabarciginin ¢ikmasi i¢in kisa siire santrifiij

edildi.

* Plak RT asamasina kadar buz iizerinde tutuldu. RT asamasi;

» Reaksiyon plakasi, termal dongiileyiciye yiiklenir.
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« 25°C'de 10 dakika, 37°C'de 120 dakika, 85°C'de 5 dakika inkiibasyondan sonra
4°C'de tutulmustur. Tim bu asamalardan sonra RT-PCR'de kullanilmak {izere

RNA'dan tek sarmalli cDNA sentezlendi.

3.5.1.4. qPCR (RT-PCR)

Bu adimda, RT-PCR i¢in giivenilir ve hizli analiz saglayan ¢ift sarmalli DNA'ya

baglanan boya (SYBR yesili) iceren enzimlerin bir karisimi olan AmplifyMe SG
Universal Mix (katalog numarasi: AM02) ve miRNA qPCR SL Assay Kit of Suarge
Biotechnology (katalog no: SUA-MIREXs) miRNA'ya 6zgii qPCR primerleri kullanildi.

Kullandigimiz RT-PCR cihazinda bulunan termal dongiileyici sayesinde DNA

amplifiye edilir ve florimetre sayesinde farkli dalga boylarindaki 1s1lmalar1 dlger.
Islem adimlari:

» Kullanimdan Once tiim reaktifler buz iizerinde tamamen ¢o6ziildii, vortekslendi ve

kisa stire donduruldi.

* Buz iizerinde steril ve niikleaz igermeyen bir eppendorf tiipiinde asagidaki
miktarlarda reaksiyon reaktiflerini birlestirdikten sonra, pipetleme ile hafifce

karistirilarak bir qPCR ana karisimi hazirlandi:

* 9 uL 2x AmplifyMe SG karigimu,

0,6 pL ileri (forward) primer (U6 veya miR-204-3p ve miR-223-3p)
e 0,6 uL geri (reverse) primer (evrensel)

e 0,4 uL 50x ROX soliisyonu,

e 5,4 L PCR grade su 2 kat konsantre mix;

» TagNovaHS polimeraz, dNTP’ ler, 6mM MgCl2, PCR enhancer, stabilizatér ve

optimize edilmis tampon igerir.

» Hazirlanan bu karisim ve 3 uL cDNA her bir kuyucuga pipetlendi ve nihai hacim

20 ul'ye esitlendi.

*  Her numune iki kez ¢alisildi.
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* 96 oyuklu plaka qPCR folyo ile kaplanmistir.

* Hava kabarciklarii gidermek ve alttaki siviyr toplamak ic¢in 1-2 dakika

dondiirtildi.

» Plak, Step One Plus RT-PCR cihazina aktarildi ve qPCR reaksiyonu baslatildi.
PCR kosullarr;
* Hizl1 dongiileyici modu ve SYBR Green kanali se¢ildi.
Cihaza uygun protokol segilir:
* Aktivasyon i¢in 95°C 180 sn,
* 95°C denatiirasyon i¢in 3 sn,

* Primerlerin baglanmasi, uzama ve floresan tayini i¢in 30 saniye 60°C'ye

ayarlandu.
* Denatiirasyon ve primerlerin baglandigi 40 dongii olarak yapilmuistir.

* Erime egrisi kosullar1 cihaza gore 95°C 15 sn, 60°C 1 dk, 95°C 15 sn olarak
ayarlandi ve istenilen hedef bolgenin yeniden iiretilip tiretilmedigini anlamak ve

ozgiilliigli artirmak icin erime egrisi analizi yapildi.

3.5.1.5. Analiz- 2 “22CT Yéntemi

RT-PCR (qPCR); Gen ekspresyon diizeyini 6l¢mek i¢in yaygin olarak kullanilan ve
niikleik asitlerin duyarli, spesifik ve amplifiye edici nicelifikasyonunu saglayan gii¢lii bir
yontemdir. Belirli bir dizinin tek bir kopyasi bile bu yontemle yeniden iiretilebilir ve
saptanabilir. PCR reaksiyonu, bir DNA sablonunu katlanarak c¢ogaltir. Baslangigta
mevcut olan hedef dizi miktari ile herhangi bir dongiide biriken PCR iiriinii arasinda nicel
bir iligki vardir. Baska bir deyisle, baslangi¢gtaki DNA sablonu ile olusan {iriin arasinda
dogrudan bir orant1 vardir. gPCR'de nicel nokta dongii esigidir (CT; esik dongiisii). BT;
Floresan sinyalinin minimum algilama sinirini, yani esigi asmasi i¢in gereken dongii
sayisidir. CT degeri, amplifikasyonun katlanarak arttig1 fazin baslangi¢ noktasina karsilik
gelir. Ayrica, reaksiyonun baslangicinda ne kadar ¢gok DNA bulunursa, esige o kadar az

dongii ulasilir. Bagka bir deyisle, DNA miktar1 CT ile ters orantilidir.
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3.5.2. Plazma DTX1 Diizeyi Tayini

Plazma Deltex-1 diizeyinin tayininde “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”
(ELISA) yontemi kullanildi. (Human Deltex-1ELISA Kit, Bioassay Technology
Laboratory, katalog numarasi: E77404Hu; calisma i¢i %varyasyon katsayist (CV;

coefficient of variation)<8, ¢alismalar aras1 %CV<10).

3.5.2.1. Yontemin Prensibi

Bu kit tarafindan plazmada DTX1'in kantitatif tayini i¢in kullanilan yontem sandvig
ELISA'dir. insan DTX1 antikoru ile kaplanmis kuyular: igeren plakalara eklenen
numunede bulunan DTX1 antijeni, kuyulardaki antikora baglanir. Biotin etiketli insan
DTX1 antikoru daha sonra eklenir. Bu biyotinik antikor, kuyucuklardaki antijene baglanir
ve bir sandvi¢ formu (antikor-antijen-antikor) olusturur. Besiyerine Horseradish
Peroxidase (HRP) etiketli Streptavidin eklenir ve biotin ile DTX1 antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirilir. Daha
sonra kuyucuklara substrat soliisyonu eklenir ve DTX1 miktar1 ile orantili olarak renk
degisimi gbzlenir. Durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir ve 450 nm'de

absorbans Olgtiliir.

3.5.2.2. Kullanilan Ayiraglar

» Standart ¢ozeltisi

e DTXI antikoru kapl1 96 kuyucuklu ELISA plag1
» Standart diluenti

* HRP isaretli Streptavidin

* Durdurma ¢ozeltisi

» Substrat ¢ozeltisi A ve B

» Konsantre yikama tamponu

* Biyotin isaretli insan DTX1 antikoru
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3.5.2.3. Testin Yapihisi

Reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler 30 dakika oda sicakliginda

tutulmustur.

Standart soliisyonlar hazirlandiktan sonra belirtilen oranlarda diliisyonlar

yapilmistir.

Standart kuyucuklara 50 pL standart pipetlendi. Standart soliisyon biyotinlenmis

antikorlar icerdiginden standart kuyulara antikor eklenmedi.

Kuyucuklara 40 pL numune pipetlendikten sonra numunelerin bulundugu
kuyucuklara 10 pL anti-DTX1 antikoru, numune ve standartlarin bulundugu
kuyucuklara ise 50 uL Streptavidin-HRP pipetlendi. Kuyular karistirildiktan sonra
plaka kapatildi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

Plaka acildi ve belirtilen oranda konsantre yikama tamponunun distile su ile

seyreltilmis seyreltilmis yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Her kuyucuga sirasiyla 50 pL substrat A ve 50 pL substrat B eklendi. Plaka
kapatild1 ve karanlikta 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi. Maviden sariya degisti.

Optik yogunluk, durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika i¢inde bir

okuyucu kullanilarak 450 nm'de 6l¢iilmiistiir.
Standart egri olusturuldu (Sekil 3.5.2.3.1).

Numunelerin konsantrasyonu hesaplandi.
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Sekil 3.5.2.3.1: Deltex-1 standart egrisi

3.5.3. Plazma CTLA-4 Diizeyi Tayini

Plazma CTLA-4 diizeyinin tayininde ELISA yontemi kullanildi. (Human CTLA-4
ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, katalog numarasi: E0277Hu; calisma
i¢1 %CV<8, caligmalar aras1 %CV<10).

3.5.3.1. Yontemin Prensibi

Plazmada CTLA-4'lin kantitatif tayini i¢in bu kit tarafindan kullanilan yontem
sandvi¢ ELISA'dir. Insan CTLA-4 antikoru ile kaplanmus kuyu iceren plakalara eklenen
numunede bulunan CTLA-4 antijeni, kuyulardaki antikora baglanir. Biotin-etiketli insan
CTLA-4 antikoru daha sonra eklenir. Bu biyotinik antikor, kuyucuklardaki antijene
baglanir ve bir sandvi¢ formu (antikor-antijen-antikor) olusturur. Ortama HRP etiketli
Streptavidin eklenir ve biyotinlenmis CTLA-4 antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra kuyucuklara substrat
soliisyonu eklenir ve CTLA-4 miktar1 ile orantili olarak renk degisimi gozlenir.
Reaksiyon, bir durdurma soliisyonu eklenerek sonlandirilir ve absorbans, 450 nm'de

Olgiiliir.
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3.5.3.2. Kullamilan Ayiraglar

Standart ¢Ozeltisi

CTLA-4 antikoru kapli 96 kuyucuklu ELISA plag:
Standart diluenti

HRP isaretli Streptavidin

Durdurma ¢ozeltisi

Substrat ¢ozeltisi A ve B

Konsantre yikama tamponu

Biyotin isaretli insan CTLA-4 antikoru

3.5.3.3. Testin Yapihisi

* Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler 30 dakika oda sicakliginda

tutulmustur.

« Standart soliisyonlar hazirlandiktan sonra belirtilen oranlarda dillisyonlar

yapilmistir.

+ Standart kuyucuklara 50 uL standart pipetlendi. Standart soliisyon biyotinlenmis

antikorlar icerdiginden standart kuyulara antikor eklenmedi.

 Kuyulara 40 pL numune pipetlendikten sonra numunelerin bulundugu
kuyucuklara 10 pL anti-CTLA-4 antikoru, numune ve standartlarin bulundugu
kuyucuklara ise 50 puL Streptavidin-HRP pipetlendi. Kuyular karistirildiktan sonra
plaka kapatildi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

» Plaka acgild1 ve belirtilen oranda konsantre yikama tamponunun distile su ile

seyreltilmis seyreltilmis yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

» Her kuyucuga sirasiyla 50 pL substrat A ve 50 pL substrat B eklendi. Plaka
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kapatild1 ve karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.
» Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi. Maviden sariya degisti.

* Stop soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'de optik yogunluk
Olctimii yapildi.

» Standart egri olusturuldu (Sekil 3.5.3.3.1).

* Numunelerin konsantrasyonu hesaplandi.
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Sekil 3.5.3.3.1: CTLA-4 standart egrisi
3.5.4. Plazma Pyrin Diizeyi Tayini

Plazma pyrin diizeyinin tayininde ELISA yontemi kullanildi. (Human Pyrin
ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, katalog numarasi: E6050Hu; ¢aligma
i¢1 %CV<8, caligmalar aras1 %CV<10).

3.5.4.1. Yontemin Prensibi

Bu kit tarafindan plazmada pyrinin nicel tayini i¢in kullanilan yontem sandvig¢
ELISA'dir. Insan pyrin antikoru ile kaplanmis kuyulari igeren plakalara eklenen
numunede bulunan pyrin antijeni, kuyulardaki antikora baglanir. Biotin etiketli insan
leptin antikoru daha sonra eklenir. Bu biyotinik antikor, kuyucuklardaki antijene baglanir
ve bir sandvi¢ formu (antikor-antijen-antikor) olusturur. Ortama HRP etiketli Streptavidin

eklenir ve biyotinlenmis Pyrin antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis

38



Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra kuyucuklara substrat soliisyonu
eklenir ve insan Pyrini miktar1 ile orantili olarak renk degisimi gozlenir. Reaksiyon, bir

durdurma soliisyonu eklenerek sonlandirilir ve absorbans, 450 nm'de 6lg¢iiliir.

3.5.4.2. Kullamilan Ayiraglar
» Standart ¢Ozeltisi
*  Pyrin antikoru kapli 96 kuyucuklu ELISA plag:
» Standart diluenti
» HRP isaretli Streptavidin
* Durdurma ¢ozeltisi
* Substrat ¢ozeltisi A ve B
» Konsantre yikama tamponu

» Biyotin isaretli insan Pyrin antikoru

3.5.4.3. Testin Yapilis1

* Tim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler 30 dakika oda sicakliginda

tutulmustur.
« Standart soliisyonlar hazirlandiktan sonra belirtilen oranlarda diliisyonlar yapilmistir.

* Standart kuyucuklara 50 pL standart pipetlendi. Standart soliisyon biyotinlenmis

antikorlar icerdiginden standart kuyulara antikor eklenmedi.

» Kuyulara 40 uL numune pipetlendikten sonra numunelerin bulundugu kuyucuklara
10 pL anti-Pyrin antikoru, numune ve standartlarin bulundugu kuyucuklara ise 50 pL
Streptavidin-HRP pipetlendi. Kuyular karistirildiktan sonra plaka kapatildi. 37°C'de
1 saat inkiibe edildi.

» Plaka acildi ve belirtilen oranda konsantre yikama tamponunun distile su ile

seyreltilmis seyreltilmis yikama tamponu ile 5 kez yikandi.
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» Her kuyucuga sirasiyla 50 pL substrat A ve 50 uL substrat B eklendi. Plaka kapatildi
ve karanlikta 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

* Her kuyucuga 50 puL stop soliisyonu eklendi. Maviden sariya degisti.
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Sekil 3.5.4.3.1: Pyrin standart egrisi

*  Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'de optik yogunluk

Ol¢timii yapildi.
» Standart egri olusturuldu (Sekil 3.5.4.3.1).

*  Numunelerin konsantrasyonu hesaplandi

3.5.5. Rutin Test Parametreler icin Kullanilan Yontemler

Bireylerin rutin test parametreleri (kan glukoz diizeyleri, tam kan sayimu, karaciger
enzimleri) Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Fikret
Biyal Tibbi Biyokimya Laboratuvari’ nda c¢alisiimistir. Glukoz tayini i¢in kullanilan
metod hekzokinaz yontemidir (Roche Cobas c702, katalog no: 05168791). Serum glukoz
diizeyi; “Plazma glukoz (mg/dL) = [- 0,137 + (18,951 X serum glukoz (mg/dL) / 18)]”
formiilii kullanilarak plazma glukoz diizeyine ¢evrilmistir. Insiilin ve C-peptit tayini i¢in
kullanilan ~ yOntem elektrokemiliiminesans immun  yontemdir  (ECLIA;
electrochemiluminescent immunoassay) (Roche Cobas €602, sirasiyla katalog no:
12017547, 03184897). Karaciger enzimleri tayini i¢in kullanilan yontem enzimatik-
kolorimetrik metod (Roche Cobas ¢702, sirasiyla katalog no: 07528582, 07005768,
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05171407, 05168538). Hasta ve kontrol grubunun rutin test sonuclari c¢alisma
parametrlerinin kanlarinin alindig1 gilinkii degerleri olup dosyalarindan elde edilmistir.

Hasta grubunun mutasyon dagilimi sonuglar1 da ayni sekilde dosyalarindan alinmastir.
3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan, en diisiik
(minimum), en yiiksek (maksimum), frekans (n) ve yilizde (%) degerleri kullanildi. Grup
Karsilastirmalar1 Student t testi, ROC egrisi ROC analizi ile ve cinsiyet farki Chi-square
test ile analiz edildi. Nicel verilerin birbirleriyle olan iliskisini degerlendirmek i¢in Spe-
arman Korelasyon analizi yapildi. Verilerin analizinde SPSS 26.0 programi kullanildu.
Istatistiksel anlamlilik p<0,05 diizeyi esas almarak degerlendirildi.

miRNA’ da gruplar aras1 kiyas yapmak ve korelasyon analizi i¢in ACT degerleri
hesaplandi. miRNA’ nin hasta grubunda kontrol grubuna gore géreceli gen ekspresyo-

nun kat degisimini belirlemek igin de 224CT degeri kullanildi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Romatolojisi
Anabilim Dali’nda AAA diizenli, takipli, 18 yas altinda olan 48 remisyon doneminde ve

ayn1 demografik 6zelliklere sahip 36 saglikli kontrol grubu ¢alismaya dahil edildi.
4.1. Tamimlayic1 Ozellikler ve Genel Laboratuvar Parametreleri

Kontrol grubu ve Hasta grubunun demografik 6zellikleri ve cinsiyet dagilimi Tablo
4.1.1.” de, Kontrol grubu ve Hasta grubunun laboratuvar sonuclar1 Tablo 4.1.2. de, Hasta
grubunun hastalik baslangic yasi, tan1 yas1 ve AAA 50 skoru dagilimi Tablo 4.1.3."de,
Hasta grubunun kullandig: ilaglar ve dagilimi Tablo 4.1.4. te ve Hasta grubunun

mutasyon dagilimi Tablo 4.1.5. de gosterilmektedir.

Tablo 4.1.1: Kontrol ve Hasta grubunun demografik ozellikleri ve cinsiyet dagilimi

Kontrol Grubu Hasta Grubu
Ort.ts.s. Ort.ts.s. P
Yas (Yil) 10+4 12+4 0,063t
n/% n/%
Kadin 13/36,1% 26 /54,2%
Cinsiyet ek oy . 0,101 *
Erke 23/ 63.9% 45,8%

't test / X? Ki-kare test

Ort.:Ortalama, S.S.: Standart Sapma

Hasta ve kontrol grubunda hastalarin yaslar1 ve cinsiyet dagilimi anlamli (p > 0,05)

farklilik gostermemistir (Tablo 4.1.1).

Serum CRP diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05) (7ablo 4.1.2).

Serum AST, ALT, ESR diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (Tablo 4.1.2).

Tam kan HGB, MCH, MCHC ve RDW hasta grubunda saglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (Tablo 4.1.2).
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Tam kan LYMPH, BASO, LYMPH, EOS ve BASO diizeyleri hasta grubunda

saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (Tablo

4.1.2).

Tam kan PLT, MPV, PCT ve PDW diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.1.2

Tablo 4.1.2: Kontrol ve hasta grubunun laboratuvar sonucglart

Kontrol Hasta
Ort. = S.S. Ort. £ S.S. p
CRP (mg/dL) 1,20+ 1,44 1,35+ 1,67 0,658
AST (U/L) 20,85+ 5,24 25,69 + 13,03 0,023
ALT (U/L) 12,56 £ 3,95 19,63 £ 18,71 0,014
ESR (mm/h) 4,69 £ 1,81 11,23 £11,93 0,000
WBC (1000/uL) 7,12 £ 1,00 7,10+ 1,41 0,934
RBC (M/uL) 4,92 +0,28 4,81 £0,34 0,122
HGB (gr/L) 13,96 £ 0,99 12,83 £ 1,27 0,000
HCT (%) 39,29 £ 2,35 38,21 +3,5 0,100
MCYV (fL) 79,81 £ 2,64 79,28 £ 5,68 0,568
MCH (pg) 28,30 £ 1,15 26,68 + 1,98 0,000
MCHC (gr/dL) 35,47 +£0,73 33,50 £ 0,68 0,000
RDW (%) 13,63 £ 0,55 14,57 £ 1,64 0,000
PLT (K/uL) 283,43 £ 46,26 264,96 = 59,17 0,125
MPV (fL) 8,80 £ 0,72 8,72+ 0,92 0,671
PCT (ng/L) 0,24 £ 0,04 0,22 £ 0,05 0,178
PDW (fL) 16,62 + 0,39 16,58 £ 0,51 0,673
NEUT (K/uL) 3,59+0,77 3,81 1,47 0,369
LYMPH (K/uL) 2,83 +0,44 3,22+0,91 0,012
MONO (K/uL) 0,56 + 0,06 0,53 £0,15 0,192
EOS (K/uL) 0,21 £0,11 0,17+£0,17 0,208
BASO (K/uL) 1,69 £ 1,62 0,19 £ 0,85 0,000
NEUT (%) 48,84 + 4,19 48,06 + 11,85 0,674
LYMPH (%) 38,28 £4,16 42,74 + 10,60 0,010
MONO (%) 8,23+ 1,01 7,80 1,96 0,197
EOS (%) 495+ 1,77 2,43 +£2.29 0,000
BASO (%) 1,11 £1,01 0,52 +£0,24 0,001

Ort.: Ortalama, 8.S.: Standart Sapma; CRP: C-Reaktif Protein;, AST: Aspartat Aminotransferaz, ALT:
Alanin aminotransferaz, ESR: Sedimantasyon Hizi; WBC: Lokosit; RBC: Eritrosit; HGB: Hemoglobin,
HCT: Hematokrit; MCV: Ortalama eritrosit hacmi; MCH: Ortalama eritrosit hemoglobin; MCHC:
Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu; RDW: Kirmizi hiicre dagilim genisligi; PLT: Trombosit,
MPV: Ortalama trombosit hacmi; PCT: Prokalsitonin, PDW: Trombosit dagilim genisligi; NEUT: Notrofil;
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LYMPH: Lenfosit; MONO: Monosit; EOS: Eozinofil; BASO: Bazofil
Erkek ve kadinlarin hastalik baslangi¢ yaslari arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmadi. Erkek ve kadin tani1 yaslar1 arasinda da istatistiksel olarak fark bulunmadi

(Tablo 4.1.3).

Tablo 4.1.3: Hasta grubunun hastalik baslangi¢c yasi, tani yasi ve AAA 50 skoru
dagilinu

n Min. Mak. Ort. £ S.S.
Hastalik baslangi¢ yas1 (Yil) 48 0 14 5,56 + 3,60
Tam yas1 (Y1) 48 2 15 7,63 £ 3,65
AAA 50 skoru 48 5 11 7,33 +£1,66

Ort.: Ortalama, 8.8.: Standart Sapma

AAA ataklarii kontrol altina alabilmek ve daha da 6nemlisi amiloidoz gelisimini
Onleyebilmek amacryla kullanilabilen tek ilag kolsisindir. Yeterli dozlarda kullanildiginda
atak sayisinda belirgin bir azalmaya neden olmaktadir. Tedavi dozu 1- 2 mg/giindiir.
Arastirmaya katilan AAA hastalarinin %87,5°1 (n=42) giinde 1 mg, %10,4 i (n=5) giinde
1,5 mg ve %2,1°i (n=1) giinde 0,7 mg kolsisin kullanmaktaydi (Tablo 4.1.4).

Tablo 4.1.4: Hasta grubunun kullandig ilaglar ve dagilimi

Sikhik | Yiizde Gecerli | Kiimiilatif
yiizde Yiizde
Kolsisin 0.5 x 2 mg/giin 42 87,5 87,5 87,5
Kullanilan | 1¢isin 0.5 x 3 mg/giin 5| 104 10,4 97,9
ilaclar Kolsisin 0.7 mg/giin 2,1 2,1 100,0
Total 48 100,0 100,0

AAA hastalarinda goriilen en sik ii¢ mutasyon sirastyla M694V Heterozigot (%16,7,0;
n=8), M694V R202Q Heterozigot (%12,5; n=6) ve MEFV (%12,5; n=6)'dir. AAA

hastalarinda goriilen mutasyonlar ve sikligi Tablo 4.1.5'te verilmistir.
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Tablo 4.1.5: Hasta grubunun mutasyon dagilimi

Mutasyon Sikhik | Yiizde | Gecgerli yiizde | Kiimiilatif Yiizde
E148Q/N 1 2,1 2,1 2,1
E148Q/N Heterozigot 1 2,1 2,1 4,2
E148Q/R202Q 1 2,1 2,1 6,3
K695R Heterozigot 1 2,1 2,1 8,3
M680I Heterozigot 1 2,1 2,1 10,4
M6801 V720A 1 2,1 2,1 12,5
M680I Y726A Compound ) 42 42 16,7
Heterozigot

M694V 2 4,2 4,2 20,8
M694V Heterozigot 8 16,7 16,7 37.5
M9V R202Q 6| 125 12,5 50,0
Heterozigot

M694V/ R202Q 1 2,1 2,1 52,1
M694V/Homozigot 3 6,3 6,3 58,3
M694V/Homozigot

R202Q Heterozigot 2 4.2 4.2 62,5
M694V/Homozigot

R202Q Homozigot 4 8,3 8,3 70,8
M694V/Y726 A 1 2.1 2.1 72.9
Hetorozigot

M694VHetorozigot

R202Q Heterozigot 3 6,3 6,3 2
MEFV 6 12,5 12,5 91,7
MEFV V7264 2| 42 42 95,8
Homozigot

V726A Homozigot 1 2,1 2,1 97,9
V726A/R202Q 1 2,1 2,1 100,0
Total 48 100,0 100,0

4.2. miR-204-3p ve miR-223-3p Degerlendirmesi

4.2.1. Kontrol ve Hasta Grubuna Gore Kat Degisimi (2-44€T)

Hasta grubu ACT degerinden kontrol grubu ACT degeri ¢ikarilarak AACT degeri

hesaplandiktan sonra bu degerin 222°T logaritmik degeri yani kat degisimi hesaplandh.

Kontrol ve hasta grubuna gore hesaplanan miR-204-3p kat degisimleri Tablo 4.2.1.1.° de,

Kontrol ve hasta grubuna gore hesaplanan miR-223-3p kat degisimleri Tablo 4.2.1.2." de,

Hasta grubunun kontrol grubuna gore hesaplanmis kat degisimi Sekil 4.2.1.1° de
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gosterilmektedir.

Tablo 4.2.1.1: Kontrol ve hasta grubuna gore hesaplanan miR-204-3p kat degisimleri

miR-204-3p (SE of Mean of LOG) (SE of Mean of LOG)
28T (+) ()
Kontrol
1 0,322 0,322
Hasta 0,401 0,147 0,147

Tablo 4.2.1.2: Kontrol ve hasta grubuna gére hesaplanan miR-223-3p kat degisimleri

miR-223-3p (SE of Mean of LOG) (SE of Mean of LOG)
2 ) ©)
Kontrol 1 0,263 0,263
Hasta 0,30415 0,380 0,380

Hasta grubunun kontrol grubuna gére hesaplanmis kat degisimi miR-204-3p

(p=0,008) ve miR-223-3p (p=0,027) diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Sekil 4.2.1.1).
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Sekil 4.2.1.1: Hasta grubunun kontrol grubuna gore hesaplanmis kat degisimi

4.3. Pyrin, CTL-4 ve DTX1 diizeyleri

Kontrol ve Hasta grubunun Pyrin, CTL-4 ve DTX1 diizeyleri ortalama, standart
sapma ve p degeri Tablo 4.3.1° de gosterilmistir.

Plazma Pyrin ve DTX1 diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p>0,05) (7ablo 4.3.1).

Plazma CTLA-4 diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (7Tablo 4.3.1).

Tablo 4.3.1: Kontrol ve Hasta grubunun plazma Pyrin, CTL-4 ve DTXI diizeyleri

Kontrol Hasta

OrtS.S. Ort£S.S. P
Pyrin (ng/L) 0,61 +£0,35 0,97 £ 0,40 0,000
CTL-4 (ng/mL) 1,49 + 0,50 1,49 £ 0,44 0,964
DTX1 (ng/mL) 1,51 +0,41 1,34 + 0,34 0,036

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
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4.4. Korelasyon Analizleri

Hasta grubu i¢indeki korelasyon verileri incelendiginde, hastalik baslangig yasi ile
AAA 50 skoru arasinda negatif korelasyon bulundu (r=-0,557; p<0,001). CTL-4 ve pyrin
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (r=0,602; p<0,001). CTL-4 ve DTX1
diizeyleri arasinda da giiclii pozitif korelasyon bulundu (r=0,740; p<0,001).

48



5. TARTISMA

AAA, karin, gogiis veya eklemlerde tekrarlayan agrili inflamasyon ataklari ile
karakterize kalitsal bir durumdur. Tiirkiye’nin ulusal otoinflamatuar hastaligi diyebiliriz.
Hastaliga 10 ekzondan olugan ve 781 amino asitten olusan bir proteini kodlayan MEFV
genindeki mutasyonlar neden olur. Cogu son derece nadir olan 50'den fazla hastalikla
iliskili mutasyon tanimlanmustir (1). Calismamizda AAA hastalarinda goriilen en sik {i¢
mutasyon sirasiyla M694V Heterozigot (%16,7,0; n=8), M694V R202Q Heterozigot
(%12,5; n=6) ve MEFV (%12,5; n=6)'dir. Sonuglarimiz literatiir ile benzer sekilde
mutasyonlar arasinda, M694V, AAA hasta popiilasyonunun yiizde 20 ila 80'1 arasinda
degisen bir prevalans ile en sik goriilenidir. AAA hastalar1 arasinda homozigot M694V
genotipinin ylizdesi degiskendir ve %36'ya ulasabilir (241-243).

MEFV geni, ¢ogunlukla serozal hiicrelerdeki notrofillerde eksprese edilen pyrin
ad1 verilen bir protein iiretir (244). Cogu hasta, protein marenostrin/pyrin'i kodlayan
MEFV geninde mutasyonlar tasir. Genetik kusur bilinmesine ragmen, bu kusurun
inflamatuar ataklara neden oldugu mekanizmalar biiylik Ol¢lide belirsizdir. Tez
caligmasinda plazma pyrin diizeyleri, AAA hastalig1 olan ¢ocuklarda kontrollere kiyasla
anlamli olarak yiiksek bulunurken, demografik, biyokimyasal veya klinik 6zellikler ile
korelasyon gostermedi. Pyrin ektopik olarak eksprese edildiginde veya susturuldugunda,
IL-1B prosesi ve salinimi pyrin seviyesiyle paralellik gosterir (245). Sonug olarak,
mononiikleer fagositlerin endotoksin ile indiiklenen aktivasyonu baglaminda, pyrin, IL-
Ibeta prosesini ve salimimini arttirabilir. Pyrin muhtemelen diizenleyici inflamasyon
yolunun bir pargasidir ve normalde bagisiklik tepkisini ve kontrolsiiz inflamasyonu devre
dist birakarak inflamasyonu kontrol altinda tutmaya yardimeci olabilir. Ayrica, pyrin
proteini muhtemelen bir kemotaktik faktoriin (IL-8, C5a veya baskilayici hiicreler)
inhibitoérii olarak da hareket edebilir (246). Bu baglamda, inflamasyonun
diizenlenmesinde pyrinin islevi ile ilgili tartismalar vardir. Hem engelleme hem de
etkinlestirme islevi varsayilmistir (50,247-249). Bununla birlikte, pirin mutasyonlarinin
inflamatuar yanitlarla iligkili oldugu gergegi bu konsepte uygundur. Bu mutasyonlar
fonksiyon kaybina neden olur ve pyrin inflamasyon fonksiyonunu down regiile eder.
Sonuglarimizi dogrulamak i¢in daha fazla sayida ve atak doneminde hasta ile farkli etnik

gruplar iizerinde yapilacak ¢aligsmalara ihtiyac vardir.
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AAA, genellikle cocukluk c¢aginda baglayan prototipik otoinflamatuar bir
hastaliktir. AAA hastalarinda gozlenen inflamasyon, periferik dokulara nétrofil akisi ve
akut faz reaktan proteinlerinin ve sitokinlerin serum konsantrasyonlarmin artmasi ile
karakterizedir (241). AAA'de dogal bagisiklik sisteminin aktive oldugu bildirilmistir;
ancak adaptif sistem disfonksiyonu bu hastalikta genis capta arastirilmamistir (250). T
hiicresi aktivasyonunda ilk immiin denetim noktast CD152 olarak da bilinen CTLAA4,
bircok otoimmiin hastalikta yer almistir (251-253). AAA bir otoimmiin hastalik
olmamasina ve patogenezinin T veya B hiicrelerinin aktivasyonu ile iliskili olmamasina
ragmen; Onceki ¢caligmalar, AAA'de Thl hiicre polarizasyonunun meydana gelebilecegini
gostermistir. Bu sonuglar AAA'de adaptif immiin yanitin dahil oldugunu gosterebilir
(236,254). Ancak bu tez calismasinda, plazma CTLA4 diizeyleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda anlamhi fark bulunmamistir. Gunesacar ve ark. ’'nin (255)
calismasinda, AAA hastalar1 ve kontroller arasinda CTLA-4 genindeki +49A/G
polimorfizminin genotip ve alel frekanslarinda anlamli bir farklilik gézlenmedi. Ayni
calismada, FMF'de CTLA-4 geninin -318 CT genotipi, T alleli ve -318T/+49A haplotip
frekansindaki artisin, AAA'nin non-otoimmiin patogenezi ile iliskili olabilecegi
yoniindedir. -318 T alelinin daha 6nce CTLA-4 geninin daha yiiksek promotor aktivitesi
ile iliskili oldugu bildirildiginden, AAA hastalarinda 6nemli 6l¢iide daha sik gortilen bir
CT genotipi ve T aleli, bu otoinflamatuar hastaliktaki antijen spesifik T hiicre aktivasyonu
ve otoantikorlar gibi otoimmiin bulgularin eksikligini kismen agiklayabilir. ilgi ¢ekici bir
sekilde, otoimmiin hastaliklarda sadece saglikli donérlerle degil, ayn1 zamanda otoimmiin
olmayan hastaliklarla karsilastirildiginda serum sCTLA-4'te bir artis bulunmustur
(256,257). Calismamizda plazma CTLA-4 diizeylerinde degisiklik olmamasi AAA’de T
hiicre aktivasyonu olmadan sistemik inflamasyonun meydan geldigini syleyebiliriz. Bu
nedenle, sSCTLA-4 6nemli bagisiklik diizenleyici islevlere sahip olabilir ve etkisi, ilgili
hiicrelerin aktivasyon durumuna bagl olabilir. AAA, adaptif immiin sistemin rolii, dogal
ve adaptif immiin sistemler arasindaki etkilesim net degildir. Bu nedenle, T hiicrelerine
antijen sunumunu kontrol etmede rol oynayan CTLA-4’lin AAA patogenezindeki dogal
ve adaptif bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesimin detayl1 arastirilmasi gerekmektedir.
AAA ve dolasimdaki CTLA4 arasinda bir iligki varsa, bu bize AAA'nin patogenezi
hakkinda yeni bir fikir verir. Bu konunun aydinlatilmasi i¢in AAA hastalariin atak

doneminde ve daha biiyiik gruplar ile CTLA-4"lin islevi arastirilmalidir.
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Ubikuitin-proteazom sistemi (UPS), ubikuitinlenmis veya hasar gormis
proteinlerin hiicre i¢i bozunmasi i¢in ana bir yoldur ve ubikuitin aktive edici enzim (E1),
ubikuitin eslenik enzim (E2) ve ubikuitin ligaz (E3) dahil olmak iizere bir dizi enzim
tarafindan katalize edilen ¢ok asamali enzimatik reaksiyonlar1 igerir (258). Delteks-1
(DTX-1), prolin bakimindan zengin bir motif i¢eren ubikuitin E3 ligazdir. DTX1’in, E3
ligaza bagimli ve bagimsiz mekanizmalar tarafindan T hiicresi aktivasyonunu inhibe
ettigi bildirilmektedir. Deneysel ¢alismalarda DTX1 delesyonunun, T hiicrelerinin ve
lupus benzeri otoimmiin sendromlarin hiperaktivasyonuna yol agtig1 bilinmektedir (231),
ancak insan otoimmiin hastaliklar1 ile iligkisi kesin olarak bilinmemektedir. SLE
hastalarinda diisik DTX1 ekspresyonu, aktif lupus nefriti, akciger tutulumu veya
hipokomplementemi ile iligkili bulundu (259). Bu bulgular, DTX1'in insan T hiicre
fonksiyonunun negatif bir diizenleyicisi oldugunu gdstermektedir. Yapilan ¢aligmalarda
T hiicre fonksiyonunun negatif regiilatorii olabilecegi onerilmektedir. Bu etkisini IFN-y
tiretimini arttirarak gosterdigi one siiriilmektedir (259). Yapilan literatiir taramasina gore
serum DTX1'in AAA'deki roliinii arastiran ilk ¢alismadir. Bu tez ¢alismasinda plazma
DTX1 diizeyleri AAA hastalarinda kontrol grubuna goére anlamli diisiik bulundu.
AAA'nin kesin patogenezi hala bilinmemekle birlikte sonuglarimiza gore sirkiilasyondaki
DTXT1'in AAA patogenezinde onemli bir rolii olduguna dair giiclii kanitlardir. DTX1
diizeylerindeki azalma IFN-y iizerinden olabilir. DTX1, AAA hastalik aktivitesinin
diizenlenmesinde rol oynayabilir ve potansiyel bir terapdtik ajan olabilir. Ayrica DTX1
ve CTLA4 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu. Hastalar genellikle ataklar
arasinda asemptomatiktir ancak subklinik inflamasyon devam edebilir. Normal bir
durumda hafif bir inflamasyona neden olan bir olay, AAA hastalarinda ciddi bir
inflamatuar yanita neden olabilir. DTX1 ve CTLA4 diizeyleri, AAA'de subklinik
inflamasyonu yansitmak i¢in noninvaziv, basit ve ucuz parametrelerdir. Gelecekte bu
parametreler klinikte AAA'li hastalarda suklinik inflamasyonun saptanmasinda, AAA'nin
yikic1 komplikasyonlarini (amiloidoz gibi) dnlemede 6nemli olabilir.

Bazi hastalarda MEFV mutasyonu negatif bulunmustur ve bu hastalarin daha
diisiik oranla AAA aile Oykiisline sahip olan ge¢ baslangichh AAA hastalar1 oldugu
bildirilmistir (260). Bununla birlikte, bu tiir mutasyon igermeyen hastalarin kesin varligi,
alternatif genlerdeki mutasyon ve olasilikla da epigenetik diizensizligin ortaya ¢ikmasi
dahil olmak iizere hastalik gelisimi i¢in ek nedenlerin varligin1 gostermektedir (261). Bu

epigenetik degisikliklerin tanimlanmas1 hasta tan1 ve takibi i¢cin dnemlidir. Epigenetik
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mekanizmalar arasinda 6zellikle miRNA’larin etkileri gegtigimiz yillarda 6n plana
cikmigtir. AAA hastalarinda farkli miRNA’larin disregiilasyonu gosterilmekle birlikte
(216,224) pyrin proteinin post-translasyonel modifikasyondaki rolleri belirlenmemistir.
miRNA'larin ayrica inflamatuar uyaranlara kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkilerini
diizenledigi gosterilmistir (262). Hortu ve ark. (217) AAA hastalarinda saglikl
kontrollere kiyasla 11 miRNA'nin (miR-125a, miR-132, miR146a, miR-155, miR-15a,
miR-16, miR-181a, miR-21, miR223, miR-26a ve miR-34a) ekspresyon seviyelerinin
onemli Olclide diisiik oldugunu ortaya koydular. FMF hastalarinin azalmis miR-132
ekspresyon seviyelerinin, bu miRNA'nin anti-inflamatuar etkisinden olabilecegini 6ne
stirmiislerdir. Ayn1 zamanda AAA hastalarinda saglikli kontrol grubuna gére miR181a
ekspresyonu azalmis olmasina ragmen kolsisin tedavisi alan hastalarda almayanlara gore
artmis bulundu. miR-181a ekspresyonunun inflamasyonun siddeti ile negatif iliskili
oldugu diisliniilirken, bu ekspresyonun gercekte hangi yolla gergeklestirildigi
belirsizligini koruyor. Ayni ¢alismada kolsisin kullananlarda artmis miR-26a ekspresyonu
bu miRNA'larin inflamasyonun farkli yollardan tetiklenmesine neden oldugu tahmin
edilebilir. Faraoni ve ark. (263) FMF ve SLE, miR155 ile iliskili ortak etyopatogenez
mekanizmasina sahip olabilecegini bildirdiler. Latsoudis ve ark. (264) FMF hastalarinda
miR-4520a'nin ekspresyon degisikligini gostermisler ve mTOR sinyalizasyonunun
aktivatorii olarak FMF'de 6nemli rolii olan RHEB'in bu miRNA'nin hedefi oldugunu 6ne
stirmiislerdir. Wada ve ark. (215) dolasimdaki miRNA'larin ekspresyon paternlerinin,
FMF epizodlari arasindaki MEFV mutasyonlarina dayali olarak FMF alt gruplari arasinda
farklilik gosterdigini bildirdiler.

Yetiskinlerde dolasimdaki CD4+ Treg'lerin miRNA profilinde, Foxp3 ve CTLA-
4 ifadelerini diizenledigi miR-223 dahil birka¢ miRNA'da dogruland1 (262). miR-223, T
hiicresi aktivasyonunu kontrol eden bir "reostat" gorevi géren miR-181 i¢in 6nerilen role
benzer sekilde, notrofil duyarliliginin igsel bir modiilatoriidiir (265). Bu kapsamda
calismamizda AAA patogenezi ile iliskili oldugunu diistindiigiimiiz CTLA-4 molekiilii ve
bu molekiilii kodlayan geni hedef alan miR-223-3p ve DTX1 molekiilii ile kodlayici
genini hedef alan miR-204-3p’nin ¢alisilmast hedeflenmistir. Veritabanlar1 incelemesi
sonucu DTX1 genini hedef aldigini belirledigimiz miRNA-204-3p'nin ¢alisilmasina karar
verilmistir. Calismada hesaplanmis kat degisimi miR-204-3p ve miR-223-3p diizeyleri,
AAA hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmig

bulundu. Ancak diger parametrelerle aralarinda iliski bulunamadi. Bu sonuglar,
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miRNA'larin AAA’nin etyopatogenezindeki rolii olabilecegini desteklemektedir. Koga ve
ark. (224)’nin sonuglarina gére AAA hastalarinda serum miR-204-3p diizeyleri yararl bir
biyobelirteg olma potansiyeline sahip olabilecegini bildirdiler. Ayn1 zamanda miR-204-
3p, PI3Kg yolunu hedefleyerek AAA'de inflamatuar sitokin (IL-6) iiretimini inhibe
ettigini gosterdiler. Hortu ve ark. (217) AAA hasta grubunda miR-223"in ekspresyonunu
kontrol grubuna gore diisik oldugunu bildirdiler. Bu bulgular miR-223 ile ilgili
sonucumuzu destekleyip, miR-223tin FMF patogenezinde etkili olabilecegini
gostermektedir. miR-223"n nétrofillerde NLRP3'liin diizenlenmesinde 6nemli rollere
sahip oldugu diistiniilmektedir. IL-6 tarafindan miR-223'"tin down regiilasyonunun IL-1f3
ve IL-6 tiretimini destekledigi bildirildi (230). Caligmamiz bu bulgulart AAA'li hastalarda
miR-223"in azalmis ekspresyonu ile dogruladi. Literatiirdeki birka¢ calisma, romatoid
artrit (RA)'li hastalarin periferik T hiicrelerinde ve sinovyumunda miR-223
ekspresyonunun arttigini bildirerek, sonuglarimizla ¢elismektedir (266). Bununla birlikte,
bu fark, miR-223'in RA ve AAA 'ni farkli yollarla diizenlemesine baglanabilir.
Enflamasyonla iligkili sistemik dolasimda miRNA’lar tanimlanmis olmasina ragmen
(267,268), bunlarin AAA'li bireylerdeki rolleri ve altta yatan mekanizmalar1 heniiz
acikliga kavusturulmamistir. Serum miR-204-3p'nin AAA'yi diger inflamatuar
hastaliklardan ayirt edip edemeyecegini belirlemek ve hastalik aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in serum miR-204-3p Olglimiinlin duyarhiligin1 ve o6zgilliigiini
belirlemek i¢in ileriye doniik klinik ¢alismalar yapilmalidir.

Calismamizin en biiylik kisithiligi hasta sayimizin nispeten az olmasi ve atak
doneminde hasta grubumuzun olmamasidir. Bunun nedeninin kan toplama asamamizin
Covid-19 pandemisine denk gelmesidir. Diger taraftan ¢alismamizda plazma pyrin ve
DTX1 diizeylerinin arastirilmasi ve literatiirde bu konuda benzer bir aragtirmanin
bulunmamasi ¢alismamizi 6zgiin kilmaktadir. AAA hastalarinda MEFV genini kodlayan
pyrin proteininin plazma diizeylerinin artmasi apoptotik ve inflamatuar sinyal yollarinda
onemli bir rolii olabilir. Pyrinin artmast FMF mutasyonlar1 varsayilan pyrin
inflamazomlarinin sensitivelerini arttirabilir. DTX1 diizeylerinde azalma, DTX1 ve CTL-
4 arasinda pozitif korelasyon AAA hastalarinda ataksiz donemlerde subklinik
inflamasyonun devam edebildigini diislindiirmektadir. Plazma DTX1 AAA’nin
baslangicinda ve progresyonunda muhtemelen negatif akut faz reaktani1 olarak goérev
almaktadir. AAA hastalarinda ataksiz donemin subklinik inflamasyonunun izlenmesinde

DTX1 diizeylerinin azalmasi énemli olabilir. Onceki arastirmalar ile uyumlu bir sekilde
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AAA’de serum miR-204-3p ve miR-223-3p diizeylerinin azalmasi, proinflamatuar
sitokinler aracig1 ile olabilir. miR-204-3p ve miR-223-3p, AAA patogenezinde etkili
olabilir. Bu sonuglar1 dogrulamak igin daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ozellikle,
erken hastaliga duyarlilik, hastalik siddeti, amiloidoz gelisme riski ve kolsisine direng
gibi kritik AAA belirtilerini aydinlatmak icin daha kapsamli arastirma yapilmasi

gerekmektedir.
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