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OZET
Ava E. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Hastalarinda inflamatuvar Hiicre Gogiiniin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
Yiksek Lisans Tezi, Ankara, 2016. Ailevi Akdeniz atesi (AAA), Pyrin proteinini
kodlayan MEFV genindeki mutasyonlar sonucu olusan otoinflamatuvar bir
hastaliktir. AAA patogenezinden sorumlu Pyrin proteininin islevi halen bilinmemekle
beraber, iliskide oldugu proteinler araciligiyla inflamatuvar yolaklarda gorev aldigi
duslintlmektedir. Literatirde Pyrin’in proinflamatuvar bir diizenleyici olabilecegi
fikrini destekleyen calismalar mevcuttur. Tez calismasi kapsaminda, klinik
degerlendirmeler sonucu AAA tanisi almis ve genetik analizler ile her iki alleli de
M694V mutasyonu icin homozigot oldugu gosterilmis 12 hasta ve 11 kontrol
bireyden alinan kan 6rneklerinden izole edilen nétrofil hiicrelerinde inflamatuvar
hiicre gocu arastirilmistir. Hdlcreler, inflamatuvar gocu tetiklemek amaciyla fMLP
(N-formyl-Met-Leu-Phe) ile uyariimistir. Filtre deneyleri ile kemoatraktan gradiyenti
boyunca go¢ eden saglikhh ve hasta bireylerin hiicreleri sayr bakimindan
karsilastirilmistir.  fMLP uygulanmis ve fMLP uygulanmamis kosulda hasta
notrofillerinde kontrol notrofillerine kiyasla hiicre gocli oraninda istatistiksel olarak
anlaml bir artis bulunmustur (p<0.05). Floresan boyama yontemi ile polarizasyon
oranlari gikarilmistir. Bu boyamalarin sonucuna gore, uyarilan hasta nétrofillerinde
%52 oraninda, kontrol bireylerde ise %40 oraninda polarizasyon gézlemlenmistir
(p<0.05). Ek olarak, hasta ve kontrol notrofillerinde Pyrin proteininin aktin ile
beraber polarize uctaki es yerlesimi gosterilmistir. Elde edilen bu bulgular, Pyrin’in
inflamatuvar stlirecte pro-inflamatuvar bir molekil olarak islev gordigli ve AAA
hastalarinda artan hiicre gocii nedeniyle agir bir klinik fenotipe yol acabilecegi
hipotezini desteklemektedir. Sonug¢ olarak, bu ¢alismanin Pyrin proteininin
inflamatuvar hiicre goclindeki olasi roliini  aydinlatmaya yardimci olacagi

duslintimektedir.

Anahtar Kelimler: AAA, inflamasyon, notrofil, hiicre gocu, Pyrin, aktin
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ABSTRACT
Avcl E. Investigation of inflammatory cell migration in familial Mediterranean
fever (FMF) patients. Hacettepe University Institute of Health Sciences Medical
Biology Programme Master of Science Thesis, Ankara, 2016. Familial
Mediterranean fever (FMF) is an autoinflammatory disease caused by mutations in
MEFV gene encoding Pyrin protein. Although the function of Pyrin responsible for
FMF pathogenesis is unknown, it is considered to regulate inflammatory pathway
via interactions with its protein partners. There is a growing data supporting the
view that Pyrin may be a proinflammatory regulator. In this study, inflammatory
migration was investigated in primary neutrophils isolated from blood samples of
11 healthy individuals and 12 FMF patients that are homozygous for M694V
mutation. fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) was used to stimulate cells in order to
trigger inflammatory migration. Neutrophil migration rate of FMF patients and
healthy individuals were quantified by filter assays. Both non-fMLP and fMLP-
mediated chemotaxis in patient cells were increased significantly compared to
healthy individuals (p<0.05). The polarization rates between individuals were
detected by fluorescence staining. The polarization rate of neutrophils, for fMLP-
mediated condition was over 52% in FMF patients while it was 40% in healthy
controls (p<0.05). In addition, Pyrin-actin co-localization was shown in neutrophils
of FMF patients and healthy controls. These results suggest that Pyrin may play a
crucial role as a pro-inflammatory regulator in inflammation and increase
neutrophil migration in FMF patients. Consequently, this study may hopefully
contribute to enhance our understanding of potential role of Pyrin in inflammatory

cells during inflammation.

Key words: FMF, inflammation, neutrophil, cell migration, Pyrin, actin
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1. GIRIS

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) (MIM 249100), en sik gorilen ve otozomal resesif
olarak kalitilan monogenik bir otoinflamatuvar hastaliktir. Otoinflamatuvar
hastaliklar, dogal bagisiklik sistemi hastaliklarinin olduk¢a genis bir grubunu
olusturmaktadir. Klinik inflamasyona ve yiksek miktarda akut-faz reaktan salinimina
neden olan dogal bagisiklik sisteminin anormal aktivasyonu ile karakterize bir
hastalik grubu olan otoinflamatuvar hastaliklar arasinda TNF receptor-associated
periodic syndrome (TRAPS), cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS),
mevalonate kinase deficiency/hyperimmunoglobulin D syndrome (MKD/HIDS) ve
Crohn hastaligi bulunmaktadir. Tekrarlayan ates ataklarinin goérildigi bu hastaliklar

arasinda, AAA en iyi anlasilmis ve sorumlu geni ilk tanimlanmis olan hastaliktir (1-3).

inflamatuvar bélgeye yogun bir hiicre gogiiniin gozlendigi AAA, MEFV
(MEditerranean FeVer) (MIM 608107) geninde meydana gelen pek cogu yanlis
anlamli mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (4). MEFV geninin kodladigi Pyrin
proteininin dogal bagisiklik sistemi elemanlarindan biri olan notrofillerde esas olarak
ifade oldugu bilinmektedir. Notrofiller, hasarli dokuya ilk ulasan hiicreler olup diger
bagisikhk sistemi hicrelerini de ayni bolgeye ceken glicli bir immiin cevap
olustururlar. Bu ozellikleri nedeniyle, hastalik patogenezinin anlasilmasi agisindan

onemli bir hiicre grubu olarak kabul edilirler (5).

Literatiirde, AAA patogenezinden sorumlu Pyrin’in islevi halen tartismali
olmakla beraber inflamasyonda anti-inflamatuvar ya da pro-inflamatuvar bir
dizenleyici olarak rol oynadigina dair ¢esitli ¢alismalar yer almaktadir. Pyrin’in
domainleri araciligiyla interaksiyona girdigi proteinler ile birlikte inflamasyon ve
inflamasyonla iliskili slrecglerin dizenlenmesinde ¢esitli yolaklar Gzerinden etkili
oldugu duslinilmektedir (4, 6). Pyrin’in aktin basta olmak lizere hiicre iskeleti
elemanlari ile yakin iligski icinde olmasi inflamatuvar hiicre gbéglinde 6nemli bir

rolinin olduguna isaret etmektedir (7).

Hiicre hatlari ya da hayvan modellerinin kullanildigi pek ¢ok calismada, Pyrin

proteininin kaspaz-1 ve NF-kB (nuclear factor kappa B) aktivasyonunu dizenledigi



ve pro-inflamatuvar bir sitokin olan IL-1B sentezinin gerceklesmesine yardimci
oldugu gosterilmistir (8, 9). Bu bilgiler dogrultusunda, Pyrin’in pro-inflamatuvar bir
molekl olarak islev gordigli ve AAA hastalarinda hiicre goglini arttirarak agir bir

klinik fenotipe yol agtig hipotezi kurulmustur.

AAA tanisi almis ve her iki allelinde de M694V mutasyonu tasidigl saptanmis
kolsisine iyi cevap veren 8 AAA hastasi, atak gecgiren 2 AAA hastasi, yeni tani almis ve
atak geciren 2 AAA hastasi ve 11 kontrol bireyden alinan kan 6rneklerinden noétrofil
hicreleri izole edilmistir. Saglkli ve hasta bireylerin hiicre gog¢l 6zelliklerini
karsilastirmak icin immiinfloresan boyama teknigi ile polarizasyon vyizdeleri
belirlenmis ve Pyrin-aktin birlikte yerlesimi gosterilmistir. Filtre deneyleri ile
kemoatraktan gradiyenti boyunca go¢ eden  hiicrelerin  kantitasyonu
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar ile saglkli bireylerden ve AAA hastalarindan
elde edilen noétrofil hiicrelerinde, Pyrin proteininin inflamatuvar hiicre goglindeki

rolinin daha iyi anlasilabilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi

AAA, etnik dagilim gosteren bir hastalik olup yaygin olarak Akdeniz kdkenli
insanlarda, ozellikle Ermeni, Arap, Yahudi, Kuzey Afrika ve Tirk toplumlarinda
gorulmektedir. Hafif fenotiple iliskili mutasyonlarin daha sik oldugu Avrupa
toplumlarinda da hastaligin goraldigund bildiren calismalar mevcuttur (10). AAA
prevalansinin Ermenilerde 1/500, Yahudilerde 1/250-1000, Askenazi Yahudilerinde
1/73000, Araplarda 1/2600 ve Turklerde 1/1000 oldugu gosterilmistir. AAA
prevalansi, erkeklerde kadinlara goére daha yuksektir (E/K orani: 1.5-2:1). Tasiyicl
frekanslarinin ise Ermenilerde 1/3, Sefarad Yahudilerinde 1/5-10, Askenazi

Yahudilerinde ve Turklerde 1/5 oldugu bilinmektedir (10, 11, 12).

AAA hastaligl, 16. kromozomun kisa koluna (16p13.3) yerlesmis olan MEFV
geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusmaktadir (13). Turk toplumunda
en sik gorilen mutasyonlar sirasiyla M694V (%51.4), M680I (%14.4) ve V726A
(%8.6)" dir (14, 15). Su ana kadar, AAA hastalgi ile iliskili 310 varyant tanimlanmistir
(16).

2.2. Ailevi Akdeniz Atesi’nin Klinik Ozellikleri

AAA, tekrarlayan spontan ates ataklari ile karakterize, sistemik
otoinflamatuvar bir Mendel kalitimi hastahgidir. Serozal bosluklari tutan
inflamasyon cevabi, yogun notrofil gocli ve ona eslik eden akut-faz inflamatuvar
belirtecler (I6kositozis, eritrosit sedimentasyon hizi, C-reaktif protein, fibrinojen,
serum amiloid A) ile sitokin (IL-6, IL-8) miktarlarinin yikselmesi sonucu ortaya
cikmaktadir. Hastalarin  %85’inden fazlasinda, ilk atak 20 vyasindan O6nce
gerceklesmektedir. Akut inflamasyon ataklari genellikle kisa sirelidir (1-3 giin).
Nadir olsa da, bazi hastalarda 1 hafta ile 1 ay arasinda degisen uzunlukta ataklarin
gorildugi bildirilmistir. Cogu hasta ataklar arasinda asemptomatik kalmaktadir (10,

17,18).



AAA hastaliginin en agir komplikasyonu sistemik reaktif amiloidozdur.
Amiloidoz, bir akut-faz reaktani olan serum amiloid A (SAA) proteininin fibril
yapisinda dokuda birikmesi sonucu olusur. Amiloid birikimi bobrek, bobrek Usti
bezleri, kalp, karaciger, ince bagirsaklar ve tiroid bezlerinde gorilmektedir. AAA
hastalarinda ise, en sik bébrek amiloidozu gelismekte ve amiloid birikimine bagh

olarak bobrek yetmezligi ortaya ¢ikmaktadir (19).

2.3. Ailevi Akdeniz Atesi’nde Tani ve Tedavi

AAA tanisinda, hastaliga 6zgiil olmayan ancak klinik sipheyi destekleyici
sekilde kullanilan inflamasyon belirtecgleri bulunmaktadir. Akut-faz reaktanlar,
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve I6kosit sayisi en sik basvurulan inflamasyon
belirtecleridir. Akut-faz reaktanlar, akut ya da kronik inflamasyon sonucunda
dokuda artis gosteren sitokinlerin etkisi ile karacigerden salinan proteinlerdir. Bu
proteinler arasinda C-reaktif protein, fibrinojen, serum amiloid A, kompleman
proteinleri ve ferritin bulunmaktadir. Klinikte akut-faz cevabin degerlendirilebilmesi
icin en sik kullanilan degerler eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve C-reaktif protein
(CRP) testleridir. Bu degerlerin enfeksiyon, vaskdlitis, artritis, travma ve malign

hastaliklarda artis gosterdigi bilinmektedir (20).

Eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), kullanilan en eski laboratuvar testlerinden
birisi olup bir santrifij yardimiyla eritrositlerin dik konuma getirilmis bir tlp
icerisinde saatteki cokme hizinin milimetre (mm) olarak degeridir. 1926’da bulunan
klasik Westergren metodunun gelistiriimesi ile ortaya ¢ikan bu yontem, inflamatuvar
hastaliklar agisindan klinik slipheyi destekleyici bir test olarak kullaniimaktadir.
ESH’In kandaki artisi sadece enfeksiyona bagh inflamasyonla degil, romatoid artrit
(RA), sistemik lupus eritematozus (SLE), doku nekrozu ve inflamatuvar bagirsak
hastaliklari gibi steril inflamasyon kosullari ile de iliskilendirilmektedir. Steroid
olmayan anti-inflamatuvar ila¢g kullanimi, ESH degerini dislirebilmektedir (21).
Kronik hastaliklarda, ESH ylkselmesi ile bir plazma proteini olan fibrinojenin kandaki
artisi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Buna

gore, eritrositlerin hiicre membranlari negatif yiklidar. Eritrositler arasindaki itme



kuvvetini arttiran negatif yikler sebebiyle kimelesme gerceklesmez. Ancak pozitif
ylkli akut-faz reaktan proteini olan fibrinojenin karacigerden saliniminin artisi ile
eritrositler arasindaki itme kuvveti azalir ve plazma igerisindeki ¢gokme hizlari artar.
Dolayisiyla, fibrinojen diizeyini arttiran inflamatuvar kosullar, ESH degerini de

ylkseltir (22,23).

C-reaktif protein ise, Streptococcus pneumoniae’nin C-polisakkaridini
coktlirmesi sebebiyle bu ismi almistir. Sistemik inflamasyonun yiksek duyarliliktaki
serum belirtecidir. CRP, inflamasyon belirteci olarak kullanilmasinin yani sira, klasik
kompleman yolagini aktive ederek konak savunmasina katki saglayan pro-
inflamatuvar bir dizenleyici olarak da islev gormektedir. Atak gegirmeyen AAA
hastalarinin %30-90’inda kolsisin tedavisine ragmen, CRP diizeyi artabilmektedir (17,

24).

CRP sentezi, inflamasyon esnasinda dokudan salinan IL-6 uyarimi sonucu
hepatositlerden  gergeklesmektedir.  Diger  inflamatuvar  belirtegler ile
kiyaslandiginda, mevsimsel veya sirkadyan varyasyon olmayisi, aclik ve tokluk
durumunda degisim gozlenmemesi, inflamasyonu takip edebilmek icin CRP’yi en
glvenilir degerlerden biri yapmaktadir (25, 26). Saglikh bireyler arasindaki CRP
varyasyonlarinin genom farkhligi ile iliskili oldugu dastnilmektedir. Yapilan bir
calismada, CRP genindeki GT tekrarlarinin ve IL-6 genindeki polimorfizmin, saglkli
bireyler ve SLE hastalari arasindaki CRP dizeyi farkhliklarina neden oldugu ileri

strtlmastir (27).

AAA hastaliginin tedavisinde kullanilan en etkili yontem gunlik kolsisin
kullanimidir. Bir bitki alkoloidi olan kolsisin kullanimi ile AAA hastalarinda akut
inflamatuvar ataklarin yogunlugu ve sayisi azaltilabilir ya da 6nlenebilir. Kolsisinin
AAA ataklarini kontrol edebilmesinin yani sira amiloid birikimini 6nleyebildigi de
bilinmektedir. Asemptomatik AAA hastalarinda kolsisin tedavisi ile subklinik
inflamasyon belirteglerinin kandaki seviyesinin azaldigina dair ¢alismalar mevcuttur
(28). Kolsisinin temel etkisi mikrottbulleri depolimerize ederek I6kosit kemotaksisini

onlemek Uzerinedir. Fakat Taskiran ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada,



kolsisinin mikrotUbdllerin yani sira aktin iskeletini de etkileyebildigi ve MEFV

ifadesini azalttigina yonelik bulgular elde edilmistir (29).

2.4. MEFV Geni

1997’de iki ayri grup tarafindan gerceklestirilen calismalar ile AAA
patogenezinden sorumlu MEFV geni kesfedilmistir. MEFV, 10 ekzondan
olusmaktadir ve Pyrin adi verilen 781 aminoasit uzunlugunda bir protein

kodlamaktadir (4).

MEFV, polimorfoniikleer hiicrelerde (notrofil,bazofil, eozinofil) ve
makrofajlarda ifade olmaktadir. Ayrica, dendritik hiicrelerde, serozal ve sinoviyal
fibroblastlarda, kolon ile prostat kanser hiicrelerinde MEFV ifadesi oldugunu rapor
eden calismalar mevcuttur. Lokosit infiltrasyonunun meydana gelmesiyle dalak,
akciger ve kaslarda da MEFV ifadesi oldugu gosterilmistir (30). Bunlardan baska,
monositik hicre hatlarinda ( THP-1, U937) ya da monositik/granulositik farklilasma
sonucu HL-60 hiicre hattinda ve graniilosit farklilasmasi siiresince CD34"
hematopoetik kok hiicrelerde de MEFV ifadesi goriilmektedir (4). Yapilan ¢alismalar,
MEFV ifadesinin hiicre tipine 6zgll oldugunu goéstermistir. Bu hiicrelerde MEFV
geninin bazal ifade dizeyi dusliktiir ancak LPS (lipopolisakkarit), pro-inflamatuvar ya
da anti-inflamatuvar sitokinler gibi ¢cok sayidaki farkh tetikleyici karsisinda MEFV
geninin  MRNA ifadesi degisebilmektedir. Lenfositlerde ise, MEFV gen ifadesi

gorilmemektedir (3, 13, 30).

AAA hastaligina neden olan mutasyonlarin biyidk bir kismi, Pyrin’in B30.2
domainine karsilik gelen ekzon 10 mutasyonlaridir. MEFV geninde en yaygin gorilen
mutasyonlar, M694V, V726A ve E148Q mutasyonlaridir. M694V, Tirk toplumunda
en sik rastlanilan ve homozigotluk durumunda en agir klinik fenotipe yol acan

mutasyondur (31).



2.5. Pyrin Proteini

Pyrin, 781 aminoasit uzunlugunda ve 86 kDa agirliginda bir proteindir. N-
terminalden C-terminale dogru sirasiyla PYD (Pyrin) domaini, bZIP (Basic leucine
Zipper) transkripsiyon faktor domaini, BB-ZF (B-box-zinc finger) domaini, CC (Coiled-
coil) domaini ve B30.2/PRYSPRY domaini olarak adlandirilan 5 domainden meydana
gelmektedir (Sekil 2.1). Pyrin, virlslerin immin sistem tarafindan taninmasinda
gorev alan proteinlerin de yapisinda bulunan ve BB-ZF, CC, rfp/B30.2/PRYSPRY
domainlerinden olusan 3-parcali motife sahip olmasi nedeniyle TRIM20 (Tripartite
motif 20) olarak da adlandiriimaktadir (3, 32). Her bir domainin, protein-protein
interaksiyonlari olusturarak; apoptoz, sitokin salinimi, transkripsiyonel regiilasyon,
hiicre iskeleti sinyal yolaklari gibi inflamasyonla iligkili olaylarda farkh rolleri oldugu

distnidlmektedir (16).

Sekil 2.1. Pyrin proteininin yapisi.

ifade oldugu hiicre tipine bagh olarak Pyrin’in hiicre icindeki yerlesimi
farklihk gostermektedir. Dogal Pyrin esas olarak granilositlerde, dendritik
hiicrelerde ve sinoviyal fibroblastlarda cekirdekte yerlesim gostermektedir.
Monositlerde ise, sitoplazmik vyerlesim gosterdigi bilinmektedir. Transfekte

hiicrelerde ifade ettirilmis Pyrin’in niikleer formu, alternatif splicing sonucu olmus



ekzon 2’'nin atlandigi izoformudur. Bu g¢alismalar, Pyrin’in hem sitoplazmik hem de
nikleer kompartmanlari tutabildigini ve yerlesiminin hicreye 06zgiil oldugunu

duslindirmektedir (3, 9, 32).

Pyrin’in interaksiyona girdigi proteinler ile beraber dogal bagisiklik sisteminin
dizenlenmesinde cesitli yolaklar Gzerinden etkili oldugu distnilmektedir (4, 13).
Literatlirde, Pyrin’in islevi halen tartismali olmakla birlikte transkripsiyon faktori
olabilecegine ve inflamasyonda anti-inflamatuvar ya da pro-inflamatuvar bir

diizenleyici olarak rol oynadigina dair cesitli hipotezler yer almaktadir.

Pyrin’in yapisal diizenine dair bilgisayar ortamindaki ilk analizler sonucunda,
bu proteinin nikleer baglanma motifi icerdigi ve B30/2 rfp transkripsiyon faktori
ailesine yuksek homoloji gésterdigi bulunmustur (3). Bu kesif, Pyrin’in transkripsiyon
faktoru olabilecegi hipotezini giindeme getirmistir. Wood ve arkadaslari tarafindan
THP-1 hiicre hattinda kromatin immunopresipitasyon dizileme (ChIP-Seq) yontemi
kullanilarak Pyrin’in DNA’ya baglandigi gosterilmistir (33). Bu calisma, Pyrin’in
transkripsiyon faktorli gibi davranabilecegini gosteren onemli bir 6n c¢alismadir.
Nikleer lokalizasyon dizileri kesfedildikten sonra yapilan cesitli transfeksiyon
deneyleri sonucunda sitoplazmada bulunan tam uzunluktaki Pyrin’in (full-length
Pyrin) hicre iskeleti ile yakin iliski icinde oldugu gosterilmistir. Pyrin’in islevine dair
en onemli bulgu, N-terminal ucundaki 100 aminoasitlik PYD (Pyrin) domaininin
kesfidir. Death domain fold siiperailesi UGyesi olan PYD, NLRP3 (NLR family, PYD
containing 3) gibi inflamasyon ve apoptozla iliskili 20’den fazla proteinde bulundugu
bilinen bir domaindir. inflamasyonun kontroliini saglayan ¢ok sayida protein, PYD
domainini tasimaktadir. PYD domainini tasiyan proteinler aktif IL-1B Gretimi icin
gerekli olan inflamazom yapisinda 6énemli gorevlere sahiptir (3). inflamazom,
kaspaz-1’in proteolitik aktivasyonunu diizenleyen sitoplazmik bir multiprotein
kompleksidir. Pyrin, amino ucunda bulunan PYD domaini araciligiyla, bir adaptor
protein olan Apoptosis-associated speck-like protein with caspaserecruitment
(CARD)domain (ASC) ile interaksiyona girer. ASC, oligomerler halinde inflamazomda

bulunan kaspaz-1'in proteolitik aktivasyonuna aracilik eden bir proteindir. Pyrin’in



ASC’den baska, C-terminalindeki B30.2 domaini araciligiyla pro-apoptotik bir protein

olan Siva ile de interaksiyona girdigi gosterilmistir (3,34, 35).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Pyrin’in pro-inflamatuvar bir sitokin olan IL-
1B dretimini farkli yolaklar Gzerinden diizenledigi gosterilmistir. Bu etkinin 6zellikle,
Pyrin’in ASC ile interaksiyona girmesi sonucu nuclear factor kappa B (NF-kB)
aktivasyonunun gergeklesmesi ile kaspaz-1/IL-1B aktivasyonunun dizenlenmesi
Uzerinden olabilecegi dustnidlmektedir (9, 36). Chae ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir baska calismada ise, karboksi ucunda bulunan B30.2 domaininin kaspaz-

1’e direkt olarak baglanabildigi gdsterilmistir (9).

Kaspaz-1'in, patojenik enfeksiyonlara karsi konak savunmasinin bir pargasi
olan dogal bagisiklk sisteminde ¢cok dnemli bir rolii vardir. Cesitli patojenlere ya da
hiicre kaynakli strese cevap olarak inflamazom tarafindan aktive edilir. Aktif kaspaz-
1, inaktif formda olan pro-IL-1B ve pro-IL-18’i proteolitik olarak keser ve bu pro-
inflamatuvar  sitokinlerin aktive olmasini saglar. Kaspaz-1 aracih IL-1B
aktivasyonunda meydana gelen aksakliklar, insanda periyodik ates hastaliklari,

Crohn hastaligi, gut ve Alzheimer gibi cok sayida farkli hastaliklara yol acar (37, 38).

Uzun bir sire, dogal Pyrin’in anti-inflamatuvar bir molekil oldugu ve pro-IL-
1B’nin  kesimini inhibe ettigi duslintlmistir. MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlar sonucu olusan mutant Pyrin’in islev kaybina (loss of function)
ugrayarak inhibitér gorevini gerceklestiremedigi ve inflamatuvar sitokinlerin asiri
salinimina neden oldugu kabul edilmistir. Mutant Pyrin sebebiyle notrofil
kemotaksisi inhibisyonunun eksikligi, AAA hastalig| patogenezi icin asil mekanizma
olarak o©nerilmistir (10). Fakat grubumuzun da iginde oldugu son donem
calismalardan elde edilen bulgular, Pyrin’in pro-inflamatuvar bir molekiil

olabilecegini diisindirmektedir.

Yu ve arkadaslarn tarafindan yapilan bir g¢alismada, Pyrin’in ASCye
baglanarak ASC oligomerizasyonunu, kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1B {retimini
tetikledigi gosterilmistir (8). AAA ile iliskili mutasyonlarin artan inflamasyona neden

oldugu disinildiginde bu calisma, AAA mutasyonlarinin Pyrin’in aktivitesini
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degistirerek hastalarda ASC oligomerizasyonu ile kaspaz-1 aktivasyonunu arttirdigi,

bu nedenle Pyrin’in pro-inflamatuvar bir diizenleyici olabilecegini desteklemektedir.

Ayni grubun yaptigl baska bir ¢calismada, Pyrin’in PAPA sendromunda pro-
inflamatuvar bir molekil olarak islev gordiigi gosterilmistir. Otoinflamatuvar bir
hastalik olan PAPA sendromu, Proline-Serine-Threonine Phosphatase Interacting
Protein 1 (PSTPIP1) proteininde meydana gelen yanls anlaml mutasyonlar
sonucunda olusur. PSTPIP1 proteininin Pyrin’le interaksiyona girdigi ve aktin ile de
yakin iliski icerisinde olup hicre iskeleti organizasyonunda rol oynadig
gosterilmistir. PAPA sendromu ile iliskili belli mutasyonlar, PSTPIP1 ile Pyrin
interaksiyonunu arttirmaktadir. Bu gozleme dayanarak, ilk basta PSTPIP1
mutantlarinin Pyrin Uzerinde dominant negatif bir etki gosterdigi ve Pyrin’in anti-
inflamatuvar etkisinin inhibe olmasi ile PAPA sendromlu hastalarda IL-1B saliniminin
artmasina neden oldugu dlsinilmustiir. Fakat Yu ve arkadaslari, PSTPIP1
mutantlarini ifade eden THP-1 hicrelerinde retroviral enfeksiyon sonucu Pyrin
ifadesinin arttigini ve Pyrin’in tetiklenmesi ile kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1B
sentezinin gerceklestigini gostermislerdir. Ayni THP-1 hiicrelerinde small interfering
RNA (siRNA) teknolojisi kullanarak Pyrin ifadesini susturduklarinda IL-1B saliniminin
azaldig1 gorulmastir. Bunun yanisira, Pyrin ifadesinin olmadigi ama ASC, kaspaz-1 ve
mutant PSTPIP1 ifadesinin oldugu 293 hiicrelerinde kaspaz-1 aktivasyonunun
gerceklesmedigi gorilmustiir. AAA’'nin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilan
kolsisinin, kaspaz-1 aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (39). Anabilim
Dalimizda yapilan bir ¢alismada ise, kolsisinin THP-1 hicrelerinde MEFV ifadesini

azalttigr mRNA ve protein galismalari ile desteklenmistir (29).

Bu calismanin ardindan, laboratuvarimizda yapilan bir diger projede dogal
Pyrin ile transfeksiyonu yapilan COS-7 ve Hela hiicre hatlarinda inflamatuvar hiicre
goclinlin arttigina yonelik bulgular elde edilmistir. Hiicre gog¢linii modelleyen yara
iyilesmesi deneyleri ile dogal Pyrin’in Hela hiicrelerinde hiicre goglini arttirdig
gorlilmustiir.  Filtre deneylerinde ise, dogal Pyrin’in kemoatraktan gradiyenti

varhginda COS-7 hiicrelerini hiicre gociine ittigi gosterilmistir (40) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Pyrin-GFP ile transfekte edilen Hela hicrelerinin yara iyilesmesi

deney sistemindeki gd¢ hareketi.

Laboratuvarimizda yapilan baska bir calismada ise, notrofil benzeri bir hiicre
hatti olan HL-60 hicreleri kullanilarak aktif aktin, PSTPIP1 ve Pyrin’in hilicre gogu
esnasinda hiicrenin polarize bolgesinde birlikte yerlesim gosterdigi saptanmistir (41)

(Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Notrofile farklilastirilmis ve géce uyarilmis HL-60 hiicresinin polarize

ucunda aktif aktin ve Pyrin birlikte yerlesimi.

Bu calismanin ardindan, in vitro hiicre go¢li modeli kullanilarak HL-60
hicrelerinde Pyrin ve aktin iskeleti elemanlarinin iliskisi molekiler diizeyde
incelenmistir. Hicre gociinde gorev aldigl bilinen leukocyte-specific protein 1 (LSP-

1), leupaxin (LPXN), dishevelled-associated activator of morphogenesis 1 (DAAM1),
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proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2 (PSTPIP2) proteinleri ve
Pyrin’in hiicre gocu sirasinda birlikte yerlesim gosterdigi bulunmustur (42) (Sekil

2.4).

LPXN
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Sekil 2.4. Notrofile farklilastinlmis ve goce uyarilmis HL-60 hiicrelerinde
Pyrin-LPXN ve Pyrin-PSTPIP2 proteinlerinin birlikte yerlesim konfokal gérintileri ve

profil ile korelasyon egrileri.

Yapilan baska bir calismada ise, MEFV genini hedefleyen siRNA'lar
kullanilarak Pyrin proteininin ifadesinin baskilandigi HL-60 hiicre hattinda, fMLP (N-
formyl-MET-Leu-Phe) ile goge itilmis hicrelerde hicre goclinin azaldigl ve

polarizasyon oraninin distiigi gésterilmistir (TUBITAK 1001-SBAG-1115507) (Sekil

2.5).
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Sekil 2.5. Notrofile farkhlastirilmis ve goge uyarilmis HL-60 hiicresinde
Pyrin’in siRNA teknolojisi ile ifadesinin susturulmasi sonrasi elde edilen konfokal

gorintisu ve profil ile korelasyon egrileri.
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TUm bu bulgular beraber degerlendirildiginde, Pyrin’in hiicre goclinde yer

aldigi ve pro-inflamatuvar bir molekil olabilecegi fikri kuvvetlenmektedir.

Chae ve arkadaslari tarafindan vyapilan bir c¢alismada, karboksi ucu
hedeflenerek knock-in fare modeli yaratilmistir. Farede B30.2 domaininin ortologu
bulunmamaktadir. Bu sebeple, bu grup tarafindan insan Pyrin’inine ait ve lizerinde 3
mutasyon yaratilmis (M694V, M680I, V726A) B30.2 domaini fare Pyrin’ine insert
edilmistir. Bu islev kazanimi (gain of function) fare modelinde, AAA hastalarindakine
benzer bigcimde agir bir inflamatuvar fenotip gozlenmistir (43). AAA fenotipine
neden olan mutasyonlarin daha c¢ok Pyrin’in B30.2 domaininde bulundugu
dislintldiglinde, bu domainin hastaligin patogenezini anlayabilmek acgisindan son
derece onemli oldugu gorilmektedir. Arastiricilarin yarattigi bu fare modeli ve
grubumuzun da i¢inde oldugu daha onceki ¢alismalar beraber degerlendirildiginde,
Pyrin’in pro-inflamatuvar bir molekdl olarak islev gordiigii ve AAA hastalarinda islev
kazanimina (gain of function) sebep olan mutasyonlarla siddetli bir fenotipe yol

actigi dustinilmektedir.

2.6. inflamatuvar Hiicre Gégii ve Nétrofiller

Dogal bagisiklik sisteminin bir pargasi olan inflamasyon, genis bir mikrobiyal
organizma spektrumuna ve cesitli zararl uyaranlara karsi konak organizmanin
verdigi ilk savunma cevabidir. Organizmanin endojen veya ekzojen uyaranlara karsi
baslattigi bu biyolojik cevapta, bagisiklik sistemi hiicreleri hasarin olustugu
inflamatuvar bélgeye dogru goc eder. inflamasyon yasamin devami icin gerekli olan

ve zararl uyaranlarin organizma Uzerindeki etkilerini azaltan 6nemli bir sirectir (44).

Otoinflamatuvar hastaliklar, yiksek miktarda otoantikor ya da antijene 6zgul
T ve B hiicrelerinin gorilmedigi veya az miktarda gorildiGgi kronik inflamasyon ve
tekrarlayan ates ataklari ile karakterize bir hastalik grubudur. Kontrolsiiz
inflamatuvar cevabin olustugu AAA hastaliginin patogenezinde hiicre gogliniin

onemli oldugu distnidlmektedir (45).

inflamatuvar hiicre gocli, |6kositler araciigiyla gerceklesen bir sirectir.

Hasarli bolgeye ilk olarak notrofiller ulasir. Notrofilleri takiben monositler,
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lenfositler ve bagisiklik sisteminin diger elemanlari inflamatuvar bolgeye goc eder

(46).

Notrofiller, hiicre savunmasinin ilk hatti olup inflamatuvar yolagin en 6nemli
elemanlaridir. insanlarda, kanda dolasan I8kositlerin  %70’ini  nétrofiller
olusturmaktadir. Bazofil ve eozinofillerle beraber polimorfonikleer hicreleri
olustururlar. Kemik iliginden kéken alan nétrofiller, kan dolagiminda serbest halde
ortalama 5 giin yasarken, inflamatuvar cevap siresince yalnizca 8-12 saat, dokuda
ise 1-2 gline kadar yasayabilmektedir. Fonksiyonlarinin temelinde, enfeksiyon
bolgesine toplanma, mikroplari taniyip fagosite etme ve Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS), Nétrofil Hiicre Disi Tuzaklari (NET) ya da antimikrobiyal peptidler gibi
sitotoksik mekanizmalar araciligiyla patojenleri 6ldiirme yetenekleri yer almaktadir.
Saglikh bireylerin dolasim sistemlerinde inaktif sekilde bulunurlar. Bunun temel
amaci, toksik intraselller igeriklerini salarak organizmanin dokularina zarar
vermelerini dnlemektir. inaktif formda bulunan nétrofiller , (i) fMLP (N-formyl-MET-
Leu-Phe) ve LPS (lipopolisakkarit) gibi bakteriyel pattern iceren ajanlar ya da (ii) INF-
Y (interferon Y), IL-8 (interlékin-8), TNF-a (tiimér nekrozis faktér-a) gibi sitokin ve

kemokinler araciligiyla iki sekilde aktive olurlar (47, 48).

Notrofillerin hasarh boélgeye gbd¢ edebilmeleri igin kandan dokuya invaze
olmalari gerekir. Bu sire¢ kapiller damarlarin yardimiyla gerceklesir. Endotelyum
ylzeyinde bulunan E ve P selektin ligandlari ile noétrofil ylzeyinde bulunan
reseptorler disik affiniteli baglanma gosterir. Boylelikle, endotel ylizeyinde
yuvarlanan nétrofillerin hizi azalmis olur. Yavaglayan nétrofillerin ylizeyinde bulunan
integrinler ile endotel yiizeyinde bulunan Hiicre ici Adezyon Molekiil-1 /2 (ICAM-1 /
2) arasinda ikinci bir baglanma gergeklesir. Bu basamak, noétrofillerin endotel
ylzeyine sikica yapismalari igin gereklidir. ICAM-1 ifadesinin yiksek oldugu bdlgede
kemokinlerin de katkisiyla nétrofil diapedezi baslar. inflamasyon bélgesine ulasan
notrofiller, Patern Tanima Reseptérleri (PRR) ve G-Protein Bagli Reseptérleri (GPCR)
araciligiyla fMLP, LPS, peptidoglikan, cift zincirli viral RNA ve bakteri DNA’si gibi
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP)‘lari tanir. Notrofil aktivasyonu

gerceklestikten sonra patojenleri ortadan kaldirmak icin dort ayri mekanizma
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devreye girer. Bunlar sirasiyla; (i) fagositoz, (ii) ROS olusumu, (iii) degranilasyon, (iv)
NET olusumudur. Gorevlerini tamamlayan nétrofiller apoptoza girerler. Mikro
cevredeki notrofil hiicre kalintilari ise, makrofajlar tarafindan fagositozla temizlenir

(47, 49, 50) (Sekil 2.6).

integrin
vl Baglanma Yuvarlanma
Ay - 7 _ St Tutunma
GPCR /ﬁ o S !~
a9 {8 X 5 Siirlinme Transmigrasyon
Selektin b . : z

Bazal membran Kemokinler \

Fagositoz i k}_ -
Reaktif oksijen tiirleri P
Degraniilasyon ?

NET

Sekil 2.6. Kan dolasiminda bulunan nétrofillerin inflamatuvar bdlgeye goc

etmesi.

Dolasimda inaktif halde bulunan nétrofiller kiire seklinde bir morfolojiye
sahiptir ancak bir kemoatraktanla karsilastiklari anda, 6n kisimlarinda psédopod ve
arka kisimlarinda lropodlarla karakterize bir polarite gelistirirler (51). Notrofillerin
bu bolgelerinde yogun bir aktin filament organizasyonu yer alir. Aktin, evrimsel
siire¢c boyunca tirler arasinda siki korunmus, tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan
onemli bir proteindir. a, B ve Y-aktin gibi gesitli izoformlari bulunan aktin, hicre
gocl ile iliskili slireclerde hayati rol oynamaktadir. Kalp kasi ve iskelet kasinda esas
olarak a-aktin ifade olurken, diger dokularda sitoplazmik B veY-aktin ifadesi
gorulmektedir (52). Aktin, hiicre igerisinde G-aktin (globtler) ve F-aktin (filamentoz)
olarak iki sekilde bulunmaktadir. Globiler monomerlerin bir araya gelmesiyle olusan
F-aktin ve ona baglanan proteinler aktin filament agini meydana getirir (51, 53). Bu
aktin agi, hiicre iskeletinin yeniden organize olmasini, kisa ve kigiik cikintilar olan

psddopodlarin 6n kisimda olusmasini ve hiicrenin ylizeye tutunmasini saglar.
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Aktin/miyozin 1l ag1 da arka kisimda tropod olusumunu ve hicrenin ileri dogru
hareket etmesini saglar. Mikrotliblil organizasyon merkezi (MTOC) ise,
mikrottbdillerin hareket yoniinde siralanmasina ve hiicre polaritesinin stabil
kalmasina yardimci olur. Polarize hiicrelerin arka ve 6n kisimlarinda meydana gelen
bu olaylar, membran fosfolipidleri, protein fosforilasyonu ve Rho, Rac, Cdc42
proteinlerinden olusan kiiclik GTPaz super ailesi araciligiyla kontrol edilir (49, 54)

(Sekil 2.7).

Hiicre icinde bir kemokin gradiyentinin olusmasi ile GPCR’ler, fosfoinositid 3-
kinaz (PI3K) ile fosfotaz ve tensin homolog (PTEN) yolagi tGzerinden aktive olurlar. Bu
yolak ile PI(4,5)P2, ikincil mesajci PI(3,4,5)P3’e donisir ve notrofiller kemoatraktan
gradiyentine yonelirler. PI(3,4,5)P3, Rac-GEF’i uyarip Cdc42 ile Rac’in aktive
olmasini ve F-aktin polimerizasyonunu uyararak hicrenin 6n ucunda lamelipod
olusmasini saglar. Hucrenin arka kisminda ise, PTEN ve Aktin/miyozin Il agi
araciligiyla RhoA/ROCK1 vyolaginin aktive olmasi sonucu dropod olusur. P2
integrinler ve ICAM-1 molekilleri de kemoatraktan yoniinde hareket etmeye

baslayan notrofillerin polarizasyonunu destekler (49, 54).

M:> KEMOKIN GRADIYENTI

® o %0
(6] ° o) ¢
GPCR . o ®
NOTROFIL
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Aktin-miyozin all(—. ¢ GEF F-aktin &
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ICAM-1  E. PSELEKﬂNLER ENDOTELYUM

Sekil 2.7. Notrofil hicresinin bir kemokin gradiyent boyunca polarite

kazanmasini saglayan sinyal yolaklari.
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2.7. Amag

Literatlre bakildiginda, Pyrin’in islevini anlamak amaciyla cok sayida ¢alisma
gerceklestirilmistir. AAA patogenezi ile Pyrin islevi arasindaki iliski henliz tamamen
aydinlatilamamustir. Pyrin’in islevi tartismali olmakla beraber, domainleri araciligiyla
interaksiyona girdigi proteinlerle birlikte dogal bagisiklik sisteminin bir parcasi olan
inflamasyonun dizenlenmesinde c¢esitli yolaklar Uzerinden etkili oldugu
disunilmektedir. Pyrin’i ifade eden hiicre hatlari ya da hayvan modelleri
kullanilarak, bu proteinin kaspaz-1 aktivasyonunu diizenledigi ve pro-inflamatuvar
bir sitokin olan IL-1B sentezinin gergeklesmesine yardimci oldugu gosterilmistir.
Buna ek olarak, MEFV gen mutasyonlarinin inflamatuvar sireci etkileyerek AAA
hastaliginda, hilicre gog¢linliin artmasina neden oldugunu goésteren bulgular elde
edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, Pyrin’in inflamatuvar hiicre goclinde pro-
inflamatuvar bir molekil olarak islev gordiigii ve AAA hastalarinda islev kazanimina
(gain of function) sebep olan mutasyonlarla siddetli bir fenotipe yol actig hipotezi

kurulmustur.

Tez calismasi kapsaminda, klinik degerlendirmeler sonucu AAA tanisi almis
ve genetik analizler ile her iki alleli de M694V mutasyonu icin homozigot oldugu
gosterilmis 12 hasta ve 11 kontrol bireyden alinan kan 6rneklerinden izole edilen
notrofil hicrelerinde inflamatuvar hicre gogu arastirilmistir. Hiicre gogu 6zelliklerini

karsilastirmak igin Pyrin proteinini esas olarak ifade eden nétrofil hiicrelerinde;

e Filtre deneyleri ile bir kemoatraktan gradiyenti boyunca go¢ eden saglikh
ve hasta bireylerin hiicrelerinin sayi bakimindan karsilastiriimasi,

e Floresan boyama yontemi ile polarizasyon oranlarinin belirlenmesi,

e Pyrin-aktin birlikte yerlesiminin floresan boyama teknigi ile gosterilmesi

amaclanmistir.
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3. GEREGLER VE YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. Nétrofil izolasyonu
e Lympholyte-poly Cozeltisi (Cederlane Laboratories)
e Red Blood Cell Liziz Tamponu pH: 7.2 - 7.4
- 2,07gNH,
0,25 g KHCO3

0,05 ml 0,5 M EDTA, pH: 8.0

250 ml distile su

3.1.2. Hiicre Kiiltiri
e Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Biochrom)
e L-Glutamin (Biochrome)
e Fetal Dana Serumu (FBS) (Biochrome)
e Streptomisin/Penisilin (Biochrome)
e fMLP(N-Formyl-Met-Leu-Phe) (Sigma)
e LabTek Il Chamber Slide (Nunc)

3.1.3. Floresan Boyama
e Paraformaldehit (PFA) (Sigma)
e 1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7,4) (Sigma)
e Triton X-100 (Sigma) : %0,2 / PBS(h/h)
e Tween 20 (Sigma) : %0,1 / PBS (h/h)
e Keci Serumu (Sigma) : %10 / PBS (h/h)
e Dana Serum Albumini (Sigma) : %10/ PBS (a/h)
e Fc Reseptori Bloklama Sollsyonu (Innovex Biosciences)
e Primer Antikor: Fare poliklonal Anti-insan Pyrin (Abnova)
e Floresan isaretli ikincil Antikor: Kegi Anti-Fare AF568 (Molecular Probes)
e Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen)
e DAPI (4, 6 —diamidino-2-phenylindole) (Sigma)



Prolong Antifade Kaplama Sollisyonu (Invitrogen)

3.1.4. Filtre Deneyi
Asetometoksi Kalsein (Kalsein AM) (Sigma)

3,0 um por iceren ThinCert Pet-membran (Greiner)

19
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3.2. Calismaya Katilan Bireyler

Tez calismasi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Pediyatrik Romatoloji Bilim
Dal’'nda klinik degerlendirmeler sonucu AAA tanisi almis ve genetik analizler ile her
iki alleli de M694V mutasyonu icin homozigot oldugu gosterilmis 12 hasta ve 11
saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Calismaya katilan bireyler, Set 1 ve Set 2
olmak Uzere ikiye ayrilmistir. Set 1, kolsisin tedavisine ragmen atak geciren 2 AAA
hastasi, yeni tani konulmus kolsisin tedavisi almayan ve atak gegiren 1 AAA hastasi,
kolsisin tedavisi alan ve tedaviye iyi cevap veren 7 AAA hastasi ve 10 saglikl kontrol
bireyden olusmaktadir. Set 2 ise, yeni tani konulmus kolsisin tedavisi almayan ve
atak geciren 1 AAA hastasi, kolsisin tedavisi alan ve tedaviye iyi cevap veren 1 AAA
hastasi ve 1 saglikh kontrol bireyden olusmaktadir. Set 1 ve 2’deki bireylere ait klinik

bilgiler Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Set 1 ve 2’deki bireylere ait klinik bilgiler.

SET 1

Calismaya Cinsiyet **Viicut Mutasyon Kolsisin

Katilan Bireyler Agirhig Konsantrasyonu
(kg) (mg/giin)

Hasta 1 Kadin 31 M694V/M694V 1
Kontrol 1 Kadin - - -
Hasta 2 Kadin 24 M694V/M694V 1
Kontrol 2 Kadin - - -
Hasta 3 Erkek 50 M694V/M694V 1,5
Kontrol 3 Erkek - - -
Hasta 4 Kadin 40 M694V/M694V 1,5
Kontrol 4 Kadin - - -
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SET 1
Calismaya Cinsiyet **Vicut Mutasyon Kolsisin

Katilan Bireyler Agirhig Konsantrasyonu

(kg) (mg/giin)
Hasta 5 Kadin 55 M694V/M694V 1,5
Kontrol 5 Erkek - - -
*Hasta 6 Erkek - M694V/M694V -
Kontrol 6 Erkek - - -
Hasta 7 Erkek 15 M694V/M694V 0,5
Kontrol 7 Kadin - - -
Hasta 8 Kadin 50 M694V/M694V 2
Kontrol 8 Kadin - - -
Hasta 9 Kadin 43 M694V/M694V 1,5
Kontrol 9 Kadin - - -
Hasta 10 Kadin 16 M694V/M694V 1
Kontrol 10 Kadin - - -

SET 2
Calismaya Cinsiyet **Viicut Mutasyon Kolsisin

Katilan Bireyler Agirhig Konsantrasyonu

(kg) (mg/giin)
*Hasta 11 Kadin - M694V/M694V -
Kontrol 11 Kadin - - -
Hasta 12 Kadin 37 M694V/M694V 1

* Hasta 6 ve 11 yeni tani almis ve heniliz tedaviye baslamamis hastalardir.
**Hastalarin viicut agirliklari kolsisin dozunun belirlenmesinde 6énemli oldugu igin

belirtilmistir.
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AAA tanisi almamis ve ESH ile CRP degerleri referans araligi icinde olan
bireyler saghkh kontrol olarak kabul edildi. Enfeksiyon geciren, tedavi gerektiren
herhangi bir kronik hastaligi olan ya da kan verdigi glin agn kesici gibi anti-
inflamatuvar ilaglar alan bireyler saglikli kontrol grubundan cikarildi. AAA tanisi
almis, ESH ve CRP degerleri referans araligi icinde olan bireyler kolsisine iyi cevap
veren AAA hastalar grubuna dahil edilirken, ESH ile CRP degerleri referans araligin
disinda kalan bireyler klinik éykileri de degerlendirilerek atak gegiren AAA hastalari
olarak kabul edildi. Bu tez kapsaminda EDTA’l tip icerisine alinan kan drneklerinden
izole edilen noétrofil hiicreleri ile ¢alisildi. Klinik degerlendirmede kullanilan ESH ve

CRP testlerinin referans degerleri sekil 3.1’de gbsterilmistir.

Eritrosit Sedimentasyon C-Reaktif Protein (CRP)

Hizi (ESH)

Referans Degerler 0 — 20 mm/saat 0-0.8 mg/dL

Sekil 3.1. AAA hastalarinin ve kontrol bireylerin klinik degerlendiriimesinde

kullanilan referans degerler.

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 04.02.2015 tarih ve GO15/90 karar numarali onayi

alinarak gergeklestirilmistir (Bkz. EK 1).
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3.3. Deney Plani

Bu tez calismasi kapsaminda, iki farkli deney seti kurulmustur. Set 1'de, 10
saglikli birey ve 10 AAA hastasindan elde edilen nétrofil hiicreleri kullaniimistir. Bu
set icin yapilan floresan boyama ve filtre deneyleri, fMLP uygulanmis ve fMLP
uygulanmamis olmak Uzere 2 deney kosulunda gerceklestirilmistir. Set 2’de ise,
Pyrin proteininin yerlesimini belirlemek amaciyla 1 saglkli birey ve 2 AAA
hastasindan elde edilen nétrofil hicreleri kullaniimistir. Bu set igin ise yapilan
imminfloresan boyama deneyleri, fMLP uygulanmis ve fMLP uygulanmamis olmak
Uzere 2 deney kosulunda gerceklestirilmistir. Floresan ile immiinfloresan boyama ve
filtre deneyleri igin planlanan setler ile saglikli ve hasta bireyler tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.2. Floresan ile immiinfloresan boyama ve filtre deneyleri icin
olusturulmus setler (*H: kolsisine iyi cevap veren ve atak gecgiren AAA hastalari, **K:

saglikli kontrol bireyler).

Deney Kosulu

Floresan, immiinfloresan Boyama Ve Filtre Deneyi

Setleri

1 saat 50 uM fMLP

Uygulanmis Kosul

Alexa Fluor 488 Phalloidin (Set 1) : H* 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10veK**1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10

immiinfloresan Boyama (Set 2) : H 11, 12 ve K 11

fMLP Uygulanmamis

Kosul

Alexa Fluor 488 Phalloidin (Set1):H 1,2, 3,4,5,6, 7,
8,9,10veK1,2,3,4,56,7,8,9,10
immiinfloresan Boyama (Set 2): H 11, 12 ve K11

24 saat 100 nM fMLP

Uygulanmis Kosul

Filtre Deneyi (Set 1): H 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10 ve K
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10

fMLP Uygulanmamis

Kosul

Filtre Deneyi (Set1): H1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 ve K
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
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3.4. Yontemler

3.4.1. Nétrofil izolasyonu

e AAA tanisi konmus hastalardan ve saglikli bireylerden, 10 ml olacak sekilde
EDTA’ll tlp icerisine alinan kan ornekleri oda sicakhginda laboratuvara
ulastirildi.

e Kan ornegi 5 ml/ 5ml olacak sekilde iki falkon tipe boélindl ve kanlar, esit
hacimdeki Lympholyte-Poly ¢6zeltisi Gizerine eklendi.

e Ornekler 500 rcf'de 35 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

e Fazlarina ayrilan 6rnegin notrofil tabakasi (Sekil 3.2) toplandi ve 350 rcf'de
oda sicakliginda 10 dakika santrifiij gerceklestirildi.

e Peletin lGzerine 5 ml liziz tamponu eklendi ve 250 rcf’'de oda sicakliginda 5
dakika santriflj edildi. Bu islem, eritrositler ortamdan uzaklastirilana kadar

tekrarlandi.

Kan (5 ml)

Monositler

Plazma

Lympholyte- | r—— e
Poly LP
¢ozeltisi (LP) Notrofiller
Eritrositler

Sekil 3.2. Total kandan nétrofil izolasyonu.
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3.4.2. Hiicre Kiltirii
e Notrofil peleti Gzerine %10 Fetal Dana Serumu, %1 Penisilin/Streptomisin ve
%1 L-Glutamin iceren RPMI besiyerinden 100 ul eklendi ve hiicre sayimi

yapildi.

Filtre Deneyi

Filtre deneyi, ilk olarak 1962 vyilinda Stephen Boyden tarafindan
kesfedilen ve hiicre gocl calismalarinda sikhkla kullanilan bir sistemdir. Bu
sistemin 0zelligi, kemoatraktan bir ajana karsi diapedez hareketi gelistiren
hiicrelerin kantitasyonuna izin vermesidir. Prensip olarak filtrenin alt ve st
kuyulari olmak {izere 2 adet kompartman bulunmaktadir. Ust kompartmana
konan hiicreler, polikarbonat membranin porlarindan gegerek alt
kompartmandaki kemoaktraktan gradiyentine dogru go¢ etmektedir (Sekil
3.3). Lokositler icin 6nerilen uygun por blyukligli 3 um iken, timor ve

epitelyal hiicreler icin 8 um’dir (55, 56).

Filtre -

| = Lt !
. |
Kuyu - - |

Ust kompartman

Polikarbonat membran

Alt kompartman

Sekil 3.3. Hiicre kuiltliri petrisinin  kuyusuna vyerlestirilen filtre ve

kompartmanlari.
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Alt kompartmana goé¢ eden hicrelerin kantitasyonunu gergeklestirmek

amaciyla floresan isaretleme yontemlerinden vyararlaniimaktadir. Kalsein-AM

boyamasi en sik kullanilan metodlardan biridir. Canli hiicrelerde floresan olmayan

kalsein-AM bilesigi, hiicre ici esterazlar araciligiyla hidrolize ugrar ve yesil floresan

Isima veren kalsein’e donusir (57).

Primer notrofiller icin filtre deneyi protokolii asagida belirtilmistir.

24 kuyucuklu hicre kiltiri petrileri icerisine 3 um capinda porlar iceren
polikarbonat membranli filtreler yerlestirildi.

Filtrenin Gst kompartmanina son hacim 400 ul olacak sekilde 15x10° hiicre
ekildi.

Filtrenin alt kompartmanina ise, son hacim 600 ul olacak sekilde 100 nM
fMLP eklendi ve hiicreler 37°C'de %5 CO; iceren etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi.

24 saatin sonunda gog eden hiicreler 1 mM kalsein-AM ile muamele edildi ve
15 dakika boyunca 37°C’de %5 CO, iceren etiivde inkiibasyona birakildi.

Leica IM50 floresan mikroskobuyla petrideki her bir kuyunun rastgele 12

alaninin (6 orta, 6 kenar) fotografi ¢ekildi.

Negatif kontrol olarak, Gst kuyudaki hiicreler alt kompartmanlarina fMLP

eklenmeden 24 saatlik inkiibasyona birakildi.

3.4.3. Floresan Boyama

4 kuyucuklu LabTek Il Chamber Slide preparatlarina son hacim 500 ul olacak
sekilde 4x10° — 4,5x10° hiicre ekildi.

Preparatlardaki hiicreler cam yiizeye yapismalari icin 37°C’de %5 CO, iceren
etlivde 2 saatlik inklibasyona birakildi. 2 saatin sonunda besiyerine 50 uM
fMLP eklendi ve hiicreler 37°C’de %5 CO, iceren etiivde 1 saat boyunca
inkiibe edildi.
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Alexa Fluor® 488 Phalloidin Floresan Boyama

Phalloidin, zehirli Amanita phalloides mantarindan izole edilen bisiklik
peptid yapisindaki bir toksindir. Floresan gorintilemede secici olarak
filamentoz aktini (F-aktin) isaretlemek icin kullaniimaktadir. Yesil floresan
Isima veren Phalloidin, aktif aktine baglanarak 6zgiil olmayan boyanmalari
engellemektedir (58). Alexa Fluor 488 Phalloidin floresan boyama protokoli

asagida belirtilmistir.

4 kuyucuklu LabTek Il Chamber Slide preparatlarinda bulunan hiicrelerin
Gzerindeki besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler oda sicakhginda 30 dakika boyunca 500 ul %4 PFA soliisyonu
icerisinde inkilbe edilerek fiksasyon gerceklestirildi.

Preparatin cam zeminine fikse olmus hiicrelerin Gzerinden PFA cekildi ve 2
defa 5’er dakika 1XPBS pH:7,4 ile yikama yapildi.

Hicre zarina gegirgenlik kazandirmak amaciyla, érneklerin Gzerindeki 1XPBS
uzaklastirilarak %0,2’lik Triton-X-100/1XPBS soliisyonundan 500 ul eklendi ve
hiicreler oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 defa 5 dakika 500 ul %0,1’lik Tween-20/1XPBS
ile yikandi.

PBS uzaklastirildiktan sonra nétrofillerin hiicre zarinda bulunan ve yalanci
boyanmaya neden olan Fc reseptorlerini kapatmak amaciyla bloklama
yapildi. Bunun icin hicrelerin Gzerini kaplayacak sekilde (yaklasik 5 damla)
ticari olarak temin edilen Fc Receptor Blocker’dan damlatildi ve hiicreler oda
sicakhginda 30 dakika inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 defa 5 dakika 500 ul %0,1’lik Tween-20/1XPBS
ile yikandi.

ikinci bir bloklama asamasi olarak %10’luk BSA, %3’lik keci serumu ve
%0,1’lik Tween-20/1XPBS ile hazirlanan sollisyondan 250 ul hiicrelerin

Uzerine eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inklibasyon gerceklestirildi.
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1 saatin sonunda bloklama sollisyonu hicrelerin Gzerinden uzaklastirildi.
Aktif aktini boyamak icin hucreler, 200 ul %2,5 AF 488 Phalloidin/ %0,1
Tween-20/1XPBS soliusyonu ile muamele edilerek oda sicakhginda 40 dakika
inkiibasyona birakildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 3 defa 5’er dakika 500 ul %0,1’lik Tween-
20/1XPBS ile yikandi.

Cekirdek boyamasi icin distile su icerisinde 1:4000 oraninda seyretilmis DAPI
solisyonundan 500 ul hiicrelerin Gzerine eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyon gerceklestirildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 defa 5’er dakika 500 ul distile su ile yikandi.
Lam Uzerine Prolong Antifade ¢ozeltisi damlatilarak hiicrelerin Gizeri kapatildi

ve preparat 1sik gdrmeyecek sekilde 4 °C’ye kaldirild.

Negatif kontrol olarak fMLP ile uyarilmamis hiicreler kullanildi. Alexa Fluor
488 Phalloidin floresan boyamasi bu hicreler icin de ayni sekilde

gerceklestirildi.

3.4.4. immiinfloresan Boyama

4 kuyucuklu LabTek Il Chamber Slide preparatlarinda bulunan hiicrelerin
Uzerindeki besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler oda sicakhginda 30 dakika boyunca 500 ul %4 PFA soliisyonu
icerisinde inkiibe edilerek fiksasyon gergeklestirildi.

Preparatin cam zeminine fikse olmus hiicrelerin Gzerinden PFA cekildi ve 2
defa 5’er dakika 1XPBS pH:7,4 ile yikama yapildi. Ornekler 1xPBS icerisinde 4
°C’ye kaldirild1.

Hiicre zarina gecirgenlik kazandirmak amaciyla, érneklerin Gizerindeki 1XPBS
uzaklastirilarak %0,2’lik Triton-X-100/1XPBS soliisyonundan 500 ul eklendi ve
hiicreler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 defa 5 dakika 500 ul %0,1’lik Tween-20/1XPBS

ile yikandi.
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PBS uzaklastirildiktan sonra notrofillerin hiicre zarinda bulunan ve yalanci
boyanmaya neden olan Fc reseptorlerini kapatmak amaciyla bloklama
yapildi. Bunun icin hicrelerin Gzerini kaplayacak sekilde (yaklasik 5 damla)
ticari olarak temin edilen Fc Receptor Blocker' dan damlatildi ve hiicreler oda
sicakhginda 1 saat inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 defa 5 dakika 500 ul %0,1’lik Tween-20/1XPBS
ile yikandi.

Bloklama sollisyonu yikama ile hiicrelerin tizerinden uzaklastirildiktan sonra
Fare Anti-MEFV primer antikoru, 1:50 oraninda %0,1 Tween-20/1XPBS ile %3
Fc Receptor Blocker soliisyonu icinde seyreltilerek hazirlandi ve hiicrelerin
tizerine 150 ul eklendi. Hiicreler 4 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

1 saatin sonunda primer antikor uzaklastirilhip hiicreler 1 defa 5 dakika 500 ul
%0,1’lik Tween-20/1XPBS ile yikandi.

Primer antikor uygulandiktan sonra Anti-Fare AF 568 sekonder antikor
1:1000 oraninda %0,1 Tween-20/1XPBS ile %3 Fc Receptor Blocker soliisyonu
icinde seyreltilerek hazirlandi ve hiicrelerin izerine 150 ul eklendi. Hicreler
oda sicakliginda 40 dakika inklbe edildi.

Sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 defa 5 dakika 500 ul
%0,1’lik Tween-20/1XPBS ile yikandi.

Aktif aktin iskeletini boyamak igin sekonder antikor uzaklastiriip %0,1’lik
Tween-20/1XPBS ile yikama yapildi ve protokolinde belirtildigi gibi Alexa
Fluor 488 Phalloidin floresan boyamasi gergeklestirildi.

Alexa Fluor 488 Phalloidin ile inklibasyon sonrasi hiicreler 3 defa 5’er dakika
500 ul %0,1’lik Tween-20/1XPBS ile yikandi.

Cekirdek boyamasi icin distile su icerisinde 1:4000 oraninda seyretilmis DAPI
soliisyonundan 500 ul hiicrelerin Gzerine eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyon gergeklestirildi.

inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 defa 5’er dakika 500 ul distile su ile yikandi.
Lam Uzerine Prolong Antifade ¢ozeltisi damlatilarak hiicrelerin Gizeri kapatildi

ve preparat 151k gormeyecek sekilde 4 °C’ye kaldirildi.
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Negatif kontrol olarak fMLP ile uyarilmamis hicreler kullanildi.

immiinfloresan boyama bu hiicreler icin de ayni sekilde gerceklestirildi.

3.4.5. Verilerin Degerlendirilmesi Ve istatistiksel Analiz

Floresan ve immiinfloresan boyama vyapilan preparatlar Carl-Zeiss
Axioplan 2 floresan mikroskobu ile goriintilendi. 20x ve yag immersiyonlu
40x ile 63x’lik apochromat DIC objektifler kullanildi. Preparattaki her bir kuyu
icin rastgele 5-8 alan cekildi. Farkh kanallarda cekilen floresan goriintiler
GIMP 2.8 yazilimi ile birlestirildi.

Kalsein-AM  boyamasi vyapilan kuyular Leica DMIL floresan
mikroskopta gorintiilendi. Petrideki her bir kuyunun rastgele 12 alaninin ( 6
orta, 6 kenar) fotograflari Leica Application Suite 3.1 yazihmi kullanilarak
cekildi. Filtrenin alt kuyusuna goéc¢ eden hiicreler Image) 1.46 yaziliminda
bulunan ‘parcacik analizi’ metoduyla kantite edildi.

Grafiklerin ciziminde ve gruplar arasindaki istatistiksel analizin
degerlendirilmesinde GraphPad Prism 6.1 programi kullanildi. Parametrik-
olmayan Mann-Whitney U-test ile setler arasindaki farkllik belirlendi. p<0.05

olan degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Calismaya Katilan Bireylerin Klinik Durumlari ile ilgili Ozellikleri

Tez calismasina katilan tim hasta ve kontrol bireylerin eritrosit
sedimentasyon hizi (ESH) ile C-reaktif protein (CRP) degerlerini gdsteren klinik test

sonuglari Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Tez ¢alismasina katilan hastalarin ve kontrol bireylerin klinik durumlari ile

ilgili 6zellikleri ve gruplandirma.

SET 1

Calismaya ESH degeri CRP degeri Grup

Katilan (0 — 20 mm/saat) (0-0.8 mg/dL)

Bireyler
Hasta 1 25 2,2 Atakl
Kontrol 1 2 0,277 Saglikh
Hasta 2 12 0,927 lyi gidisli
Kontrol 2 6 0,128 Saglhkl
Hasta 3 34 1,04 iyi gidisli
Kontrol 3 5 0,64 Saglhkl
Hasta 4 9 5,47 Atakl
Kontrol 4 5 0,153 Saglikh
Hasta 5 5 0,256 iyi gidisli
Kontrol 5 2 0,342 Saglikh
*Hasta 6 31 8,94 Atakli
Kontrol 6 6 0,223 Saglhkl
Hasta 7 23 0,605 iyi gidisli
Kontrol 7 2 0,285 Saglikh
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SET 1
Calismaya ESH degeri CRP degeri Grup
Katilan (0 - 20 mm/saat) (0 -0.8 mg/dL)
Bireyler
Hasta 8 2 0,531 iyi gidisli
Kontrol 8 2 0,132 Saglhkl
Hasta 9 18 1,82 iyi gidisli
Kontrol 9 10 0,372 Saglhkl
Hasta 10 6 0,191 lyi gidisli
Kontrol 10 7 0,191 Saglhkl
SET 2
Calismaya ESH degeri CRP degeri Grup
Katilan (0 - 20 mm/saat) (0 -0.8 mg/dL)
Bireyler
*Hasta 11 10 4,11 Atakli
Kontrol 11 8 0,154 Saglikh
Hasta 12 7 0,147 iyi gidisli

*Hasta 6 ve 11 yeni tani almis ve heniiz tedaviye baslamamis hastalardir.

Hacettepe Universitesi Pediyatrik Romatoloji Bilim Dal’nin katkilariyla bu
degerlere ve klinik oykiliye gore, Set 1 ve 2'deki tim hastalar atak geciren AAA
hastalari ve iyi gidisli AAA hastalari olarak iki gruba ayrildi. Kontrol bireylerin ise,
enfeksiyon gecirmeyen veya inflamasyona neden olan herhangi bir kronik hastalgi
olmayan saglikli bireyler oldugu, bu klinik testler araciligiyla dogrulandi. ESH ve CRP

degerleri referans araligin disinda kalan bireyler kontrol grubundan ¢ikarildi. Set 1
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ve 2'deki atakli AAA hastalari, iyi gidisli (tedaviye iyi cevap veren) AAA hastalari ve
kontrol bireyler olmak Uizere olusturulan 3 gruba ait CRP ve ESH degerlerinin

dagilimi Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Kontrol bireyler ile iyi gidisli ve atakli AAA hastalarina ait CRP ve ESH

degerlerinin dagilimini gosteren grafik.

CRP ve ESH degerlerinin dagilimini gosteren sekle gore, iyi gidisli AAA
hastalari ve kontrol bireyler icin bu degerler referans aralik igindedir. Atakli hastalar
icin ise, bu degerler referans araligin Ustindedir. Akut inflamasyonla beraber CRP
ve ESH degerleri yikseldigi icin bu degerler hasta bireylerde kontrollere kiyasla daha
ylksektir. Atak geciren AAA hastalarinda ise, agir bir subklinik inflamasyon

oldugundan bu degerler en yliksek seviyededir.
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4.2. Filtre Deneyi ile Hiicre Gégii Oraninin Karsilastiriimasi

Set 1’deki 10 hasta ve 10 kontrol bireyin notrofilleri, fMLP uygulanmamis ve
fMLP uygulanmis kosul icin Kalsein-AM canli boyamasi ile goriintilendi. fMLP
uygulamasinin yapilmadigi ve 24 saat 100 nM fMLP uygulamasinin yapildigi kosulda,
hasta notrofil hiicrelerinin filtrenin alt kompartmanina daha fazla sayida gog ettigi
gozlemlendi. Kontrol ndétrofil hiicrelerinin ise, her iki kosul igin de filtrenin alt

kompartmanina daha az sayida gog ettigi tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. iyi gidisli ile atakli hasta ve kontrol nétrofillerinin, fMLP
uygulanmamis ve 100 nM fMLP uygulanmis kosul igin Kalsein-AM boyama

goruntuleri.
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Hem hasta hem de kontrol bireylerin her biri igin rastgele 12 alanin
mikroskop goriuntileri cekilerek filtrenin alt kompartmanina gé¢ eden nétrofil
hiicreleri kantite edildi. Elde edilen floresan mikroskop gorintileri Image J 1.46
programinin ‘parcacik analizi’ metodu kullanilarak analiz edildi. Hasta ve kontrol

notrofillerinde hiicre géci oraninin karsilastiriimasi Sekil 4.3'de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Hasta ve kontrol nétrofillerinin filtrenin fMLP icermeyen (besiyeri)
ve fMLP igceren alt kompartmanlara gergeklestirdigi hiicre goég¢l oraninin

karsilastirildigi grafik ( * Mann-Whitney U-test, p<0.05).

Hasta ve kontrol noétrofillerinde hiicre gocli oranini karsilastiran sekle gore,
fMLP uygulanmis kosulda hasta notrofillerinde kontrol notrofillerine kiyasla hiicre
gocl oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p=0.0414). fMLP
uygulanmamis kosulda ise, yine hasta noétrofillerinin kontrol nétrofillerine gore
filtrenin alt kompartmanina istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla sayida
goc¢ ettigi saptandi (p=0.0449). Hasta grubu kendi icinde karsilastirildiginda ise, fMLP
uygulanmis kosulda atakh 3 AAA hastasi ve iyi gidisli 7 AAA hastasi arasinda, gog
orani agisindan istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik gérilmedi (p=0.5273). fMLP
uygulanmamis kosulda ise, yine atakh ve iyi gidisli hastalar arasinda go¢ orani

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik saptanmadi (p=0.9500).
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4.3. Hiicrelerde Polarizasyon Oraninin Karsilagtiriilmasi

Set 1’deki 10 kontrol ve M694V mutasyonuna sahip 10 hasta bireyin noétrofil
hicrelerinde Alexa Fluor® 488 Phalloidin floresan boyamasi gergeklestirildi.
Filamentoz yapidaki aktif aktin iskeletine 6zgiil olarak baglanan Phalloidin ile, fMLP
uygulanmamis ve 1 saat 50 uM fMLP uygulanmis kosullarda hiicre polarizasyonunun
gosterilmesi amaclandi. Polarizasyon gozlenen ve gozlenmeyen noétrofil hiicreleri

Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Aktin DAPI

-

Kontrol

Hasta

Sekil 4.4. fMLP ile uyarilmis notrofil hiicrelerinde aktin (yesil) ve DAPI (mavi)
boyamasi goruntileri (Orijinal blyitme: 63X-Zoom). (a) Aktin polarizasyonu
gerceklesmemis hiicreler. Hiicrede aktin iskeleti boyanmistir ancak polarizasyon
gozlenmemektedir. Hicre yuvarlak morfolojisini  korumaktadir. (b) Aktin
polarizasyonu gerceklesmis hicreler. Hiicrenin 6n kisminda bulunan polarize
bolgede yogun bir aktin boyanmasi gozlenmektedir. Hlicre uzanti atarak yuvarlak

morfolojisini kaybetmistir.

Tez calismasina katilan tim hasta ve kontrol bireylerin Phalloidin boyamasi
yapilmig preparatlarinda rastgele 6-10 alanin floresan mikroskop goérintdleri gekildi.

Kontrol nétrofillerinde fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul icin (Sekil 4.5), iyi
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gidisli AAA hastasi notrofillerinde fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul igin
(Sekil 4.6) ve atakh AAA hastasi notrofillerinde fMLP uygulanmis ve uygulanmamis
kosul icin (Sekil 4.7) ilgili sekiller verilmistir. fMLP ile uyarilmis ve uyariimamis kosul

icin, hlcrelerin polarizasyon durumu goérintilendi (Sekil 4.8).



(-) fMLP

Sekil 4.5. Kontrol notrofillerinde fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul

icin Aktin (yesil)- DAPI (mavi) boyamasinin floresan mikroskop gorintileri.



39

(-) fMLP

(+) fMLP

sekil 4.6. lyi gidisli AAA hastasi nétrofillerinde fMLP uygulanmis ve

uygulanmamis kosul igin Aktin (yesil)- DAPI (mavi) boyamasinin floresan

mikroskop gorintuleri.



(-) fMLP

(+) fMLP

Sekil 4.7. Atakh AAA hastasi notrofillerinde fMLP uygulanmis ve

uygulanmamis kosul icin Aktin (yesil)- DAPI (mavi) boyamasinin floresan

mikroskop gorintileri.

40
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Kontrol lyi gidigli AAA Hastas Atakli AAA Hastasi

lyi gidigli AAA Hastas Atakli AAAHastasi

S

Sekil 4.8. Atakli ile iyi gidisli hasta ve kontrol nétrofillerinde fMLP uygulanmis
ve uygulanmamis kosul icin Aktin (yesil)- DAPI (mavi) boyamasinin floresan

mikroskop goruntileri (Orijinal bliyitme: 63X-Zoom).
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Polarizasyon yilzdesini ¢cikarmak amaciyla her bir bireyin preparatindan 100
hiicre sayildi. Boylelikle gruplar arasindaki hiicre polarizasyon orani karsilastirildi.
fMLP ile uyarilmis ve uyarilmamis kosul icin, hasta ve kontrol nétrofil hiicrelerinde

hiicre gocu polarizasyonunun karsilastirilmasi Sekil 4.9’da gosterilmistir.

Besiyeri fMLP

©
o
1
©
o
)
%

o
| NNNNNNNNNNNY |
I | NNNNNNNNNNNN

(<23
o
1

AN\

[+2]
o
1

T

N
o
1

Aktin polimerizasyon orani
N »
o o

o

Aktin polimerizasyon orani
»
o

o

T T
N 2
© o
¢

\?"b

\)
& &

*_0
Sekil 4.9. Hasta ve kontrol nétrofillerinin fMLP uygulanmamis (besiyeri) ve

fMLP uygulanmis kosuldaki polarizasyon orani (** Mann-Whitney U-test, p<0.05).

fMLP uygulanmis kosulda aktin polarizasyon ylizdesi hasta noétrofillerinde
%52 , kontrol notrofillerinde ise %40 olarak bulundu. Hasta notrofillerindeki aktin
polarizasyonunun kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamh oldugu saptandi
(p=0.0016). fMLP uygulanmamis kosulda ise, hasta notrofillerinin aktin
polimerizasyon vyuzdesinin (%38), kontrollere (%31,5) goére daha fazla olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p=0.1590). Ek olarak, hasta
grubu kendi icinde karsilastirildi. fMLP uygulanmis kosulda aktin polimerizasyon
yuzdesi, atakh 3 AAA hastasinda %52,8 iken, iyi gidisli 7 AAA hastasinda %55 olarak
bulundu. iki grup arasinda aktin polarizasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farkhlik gorilmedi (p=0.1417). fMLP uygulanmamis kosulda ise, aktin
polimerizasyon yizdesi atakli 3 AAA hastasi icin %35 iken, iyi gidisli 7 AAA hastasi
icin %36 olarak bulundu. Bu kosul icin de, iki grup arasinda aktin polarizasyonu

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik goriilmedi (p=0.8083).
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4.4. Pyrin Proteininin Hiicre ici Yerlesiminin Belirlenmesi

Pyrin’in hicre ic¢i yerlesimini belirlemek amaciyla, filtre ve immiinfloresan
boyama deneylerine dahil edilen 10 hasta ve 10 kontroliin disinda yeni bir set
kuruldu. Buna gore 1 kontrol, iyi gidisli 1 hasta ve yeni tani almis 1 hastadan olusan
2.setin notrofil hiicrelerinde, Pyrin-aktin es boyamasi gergeklestirildi. Es boyama
sonuclarina goére, fMLP uyariminin olmadigi durumda hasta ve kontrol
notrofillerinde Pyrin’in hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada, aktinin ise
sitoplazmada ve Ozellikle hiicre membraninin hemen altinda yerlesim goésterdigi
saptandi (Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). fMLP uyarimi sonrasi ise, hasta ve
kontrol bireylerin polarize olmus hiicrelerinde membran uzantilarina dogru, Pyrin’in

aktin ile birlikte yerlesim gosterdigi belirlendi (Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).



63X-Zoom 63X-Zoom 63X-Zoom

Sekil 4.10. fMLP ile uyariimamis kosulda kontrol bireyin nétrofillerinde Pyrin-

aktin es boyama goriintileri.
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63X-Zoom 63X-Zoom 63X-Zoom

y

Sekil 4.11. fMLP ile uyarilmamis kosulda yeni tani almis hasta bireyin

notrofillerinde Pyrin-aktin es boyama goéruntileri.



63X-Zoom 63X-Zoom

Sekil 4.12. fMLP ile uyarilmamis kosulda

notrofillerinde Pyrin-aktin es boyama goriintileri.

iyi

63X-Zoom

gidisli

hasta

46

bireyin
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63X-Zoom [ 63X-Zoom 63X-Zoom
=

Sekil 4.13. fMLP ile uyarilmis kosulda kontrol bireyin noétrofillerinde Pyrin-

aktin es boyama goriintileri.
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63X-Zoom 63X-Zoom

Sekil 4.14. fMLP ile uyarilmis kosulda yeni tani almis hasta bireyin

notrofillerinde Pyrin-aktin es boyama goriintileri.
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e
a

63X-Zoom 63X-Zoom 63X-Zoom

Sekil 4.15. fMLP ile uyariimis kosulda iyi gidisli hasta bireyin nétrofillerinde

Pyrin-aktin es boyama gorintuleri.
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5. TARTISMA

inflamasyon; enfeksiyon, yaralanma ve kontamine ajanlara maruz kalma gibi
homeostasiyi bozan cgesitli durumlar karsisinda viicudun gosterdigi 6zgil olmayan
biyolojik bir reaksiyondur. inflamatuvar yolak, omurgali canlilarda sinyal molekiilleri
yardimiyla diizenlenen imminolojik, fizyolojik ve davranissal olaylara aracilik eden

karmasik bir agdir (59).

inflamasyonda rol oynayan proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar, kontrolsiiz inflamatuvar cevabin gorildigli  otoinflamatuvar
hastaliklara neden olmaktadir. Otoinflamatuvar bir hastalik olan AAA ise, Pyrin
proteinini kodlayan MEFV genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve Turk

toplumunda yaygin goriilen bir hastaliktir (4, 5).

AAA patogenezinden sorumlu Pyrin proteininin islevi halen bilinmemekle
beraber, iliskide oldugu proteinler araciligiyla inflamasyonla iligkili yolaklarda gérev
aldigi bilinmektedir (4, 13). insan monositlerinde Pyrin’in aktif aktin ile hiicrenin 6n
kisminda go¢ yoninde beraber yerlesim gosterdigi saptanmistir. Bu bulguyu
destekleyecek bicimde; tiibtlin, aktin ve aktin ile interaksiyona girdigi bilinen VASP
ve Arp2-3 gibi proteinlerle yakin iligki icinde olmasi Pyrin’in inflamatuvar hicre
gocilinde rol oynadigini distndiirmektedir (7, 60). Bu bulgulara ek olarak, Pyrin’in
HL-60 hiicrelerinde, hiicre gégiinden sorumlu bir diger protein olan PSTPIP1 ile
polarize ucta birlikte yerlesim gosterdigi saptanmistir (41). inflamatuvar hiicre
goclinde gorev aldigi distndlen Pyrin proteininin  AAA patogenezinde pro-

inflamatuvar ya da anti-inflamatuvar bir diizenleyici olarak yer aldigi tartismalidir.

Pek cok calismada, hiicre hatlari ve hayvan modelleri kullanilarak, Pyrin’in
PSTPIP1 ve ASC proteinleri ile interaksiyona girdigi, kaspaz-1 ile NF-kB
aktivasyonunu dizenledigi ve pro-inflamatuvar bir sitokin oldugu bilinen IL-1B
sentezi yolagina katildigi gosterilmistir (8,9). Grubumuzun da icinde oldugu diger
baska calismalarda ise, Pyrin’in inflamatuvar hiicre goclinde vyer aldigl, bir

kemoatraktan karsisinda hiicre gocini arttirdigi, aktin ile iliskili proteinlerle ve
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PSTPIP1 ile hiicrenin 6n kisminda gb¢ yoniinde yerlesim gosterdigi bulunmustur

(7,60).

Bu tez calismasi, AAA hastalarinda primer notrofil hicreleri kullanilarak
inflamatuvar  hiicre  gog¢liniin  aragtirilmasini  ve  Pyrin’in  olasi islevinin
yorumlanmasini amacglamaktadir. Bu kapsamda, klinik degerlendirmeler sonucu AAA
tanisi almis ve genetik analizler ile her iki alleli de M694V mutasyonu icin homozigot
oldugu gosterilmis 12 hasta ve 11 kontrol bireyden alinan kan 6rneklerinden izole
edilen nétrofil hiicrelerinde inflamatuvar hiicre goct arastirilmistir. Klinik testler ile
kanda vyikselen inflamasyon belirtecleri degerlendirilerek c¢alisma gruplar
olusturulmustur. Tez kapsaminda noétrofil hicreleriyle ¢alisilmasinin  sebebi,
inflamatuvar bélgeye ulasan ilk hiicre grubu olmalari ve Pyrin proteinini esas olarak

ifade etmeleridir (3, 46).

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda, 10 saglikli ve 10 hasta bireyin filtre deneyleri
aractligiyla fMLP uygulanmamis ve fMLP uygulanmis kosul icin goc eden hicreleri
sayisal olarak karsilastiriimistir. Elde edilen kantitatif analiz sonuglarina gore, hasta
notrofillerinin kontrol bireylere kiyasla hem fMLP uygulanmamis hem de fMLP
uygulanmis kosulda daha fazla sayida gog ettigi saptanmistir (p<0.05). Hastalar, atak
geciren 3 ve iyi gidisli 7 AAA hastasi olarak fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul
icin kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, gé¢ eden hiicre sayisi agisindan anlamli
bir farklihk goérilmemistir (p>0.05). Atak gegiren ve iyi gidisli AAA hastalari arasinda,
goc¢ eden hiicre sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark goriilmemesi atak
esnasinda hastalarin nétrofillerinde apoptoz artisi oldugunu distiindirmistir. Atak
durumuna ek olarak, izolasyon islemi ile dogal ortamindan ayrilan notrofillerde in
vitro kosullarda gecirdikleri siire ile dogru orantili olarak hiicre 6limiinin artmasi
beklenmektedir. fMLP uyarimi sonrasi apoptoz artisinin sonucu olarak atakl
hastalarda goc¢ eden hiicreler canli hiicre boyasi olan Kalsein-AM ile saptanamamis
olabilir. Bu bulguyu destekleyecek sekilde, Ozen ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada atak geciren AAA hastalarinda CRP ve ESH degerleri ile birlikte notrofil ve
monosit apoptozunun da arttigi gosterilmistir. Atakli hastalarda goérilen apoptoz

artisi, istenmeyen inflamatuvar hiicrelerin temizlenmesi ve doku hasarinin



52

onlenmesi igin hiicrenin olusturdugu bir cevap olarak yorumlanmaktadir. Ayrica,
AAA hastalarinda ataklarin kendiliginden ortadan kalkmasi artan notrofil ve monosit
apoptozu ile iliskilendirilmektedir (61). Atak gegiren ve iyi gidisli AAA hastalarina dair
elde edilen bu bulgu yorumlanirken, gruplar arasinda sayisal fark oldugu da go6z
onliine alinmahdir. Bu datayl gelistirebilmek igin gruplardaki birey sayilarinin
esitlenmesi ve daha fazla hasta ile 6rneklemin arttirilmasi gereklidir. En blyik

dezavantaj ise, atak geciren hasta bulmanin zorlugudur.

Tezin ikinci asamasinda ise, floresan boyama teknigi ile saglkli ve hasta
bireylerin polarizasyon oranlari karsilastiriimistir. Elde edilen sonuclara gore, fMLP
uygulanmis kosulda hasta notrofillerinde %52 oraninda, kontrol bireylerde ise %40
oraninda polarizasyon goérilmistiir (p<0.05). istatistiksel olarak anlamli olmasina
karsin, hasta bireylerde kontrollere kiyasla polarizasyon ylizdesinin beklenilenden
daha disuk olmasi hastalarin yiksek dozda gulnlik kolsisin kullanimi ile agiklanabilir.
Kolsisinin anti-inflamatuvar etkisi sebebiyle daha az sayida hiicre goce uyariimis
olabilir. Tez kapsaminda belirlenen fMLP konsantrasyonundan daha yiiksek dozlarla
hiicreler goce uyarilmaya calisilmistir ancak ¢ekirdek morfolojisine bakildiginda bu
dozlarin hiicreye toksik geldigi gorilmustiir. fMLP uygulanmamis kosulda ise,
polarizasyon yuzdesi hasta bireyler icin %38 iken, kontrol bireyler icin %31,5'dir
(p>0.05). Ortamda hiicre goclini baslatacak bir tetikleyici olmadigi halde, kontrol
bireylerin polarizasyon yiizdesinin hastalara yakin olmasinin nedeni, nétrofil
izolasyonu esnasinda gerceklestirilen bazi islemler ile aciklanabilir. Literatirde,
notrofillerin izolasyon esnasinda kolaylikla aktive olduklarini gosteren calismalar
mevcuttur. Yiksek hizda santrifij yapiimasi, elde edilen peletin hizli hareketlerle
sispanse edilmesi, vorteks isleminin ylksek hizda gergeklestirilmesi, kullanilan
izolasyon sollisyonunun steril olmamasi gibi ¢esitli kosullarin nétrofil aktivasyonuna
neden oldugu bilinmektedir (62, 63). Hastalar, atak geciren 3 ve iyi gidisli 7 AAA
hastasi olarak fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul icin kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise, aktin polimerizasyonu acisindan anlamh bir farkhlik
gorilmemistir (p>0.05). Atak geciren 3 AAA hastasi icin aktin polimerizasyon ylizdesi

fMLP uygulanmis kosulda %55 iken, uygulanmamis kosulda %35’tir. iyi gidisli 7 AAA
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hastas! icinse ise, bu degerler fMLP uygulanmis kosulda %52,8, uygulanmamis
kosulda %36 olarak saptanmistir. Filtre deneylerinde oldugu gibi, bu verinin de
gelistirebilmesi icin gruplardaki birey sayilarinin esitlenmesi ve daha fazla hasta ile

orneklemin arttirilmasi gerekmektedir.

Tezin Uglincl asamasinda ise, hasta ve kontrol notrofillerinde Pyrin-aktin
hicre igi yerlesimi belirlenmistir. fMLP uygulanmamis kosulda, hasta ve kontrol
notrofillerinde Pyrin’in hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada, aktinin ise
sitoplazmada ve Ozellikle hiicre membraninin hemen altinda yerlesim goésterdigi
saptanmistir. fMLP uygulanmis kosulda ise, hasta ve kontrol notrofillerinde Pyrin
proteininin aktin ile beraber polarize ugta birlikte yerlesim gosterdigi saptanmistir.
Boylelikle, M694V mutasyonunun Pyrin proteininin aktin ile olan iliskisini bozmadigi

belirlenmistir.

TUm bulgular beraber degerlendirildiginde, hastalarda kolsisin kullanimina
ragmen devam eden subklinik bir inflamasyonun oldugu goriilmektedir. Literatiirde
de, AAA hastalarinda subklinik inflamasyona isaret edecek sekilde kronik
inflamasyon belirteglerinin atak gegiriilmeyen donemde dahi saglikli bireylere kiyasla
yiksek seviyelerde bulundugu belirtilmistir (17). Bu tez calismasi ile birlikte AAA
hastalarinda gorilen subklinik inflamasyon, ilk defa nétrofil hiicresi dizeyinde

gosterilmistir.

Literatlirde Pyrin’in hiicre géclinde gorev aldigi bilinen ve aktin ile yakin iliski
icerisinde olan PSTPIP1 proteini ile interaksiyona girdigi gosterilmistir. PAPA
sendromundan sorumlu olan PSTPIP1 proteininin mutant oldugu durumda, Pyrin
proteinine yiksek afinite ile baglandigi ve IL-1B saliniminin arttigi saptanmistir.
siRNA teknolojisi ile Pyrin ifadesi susturuldugunda kaspaz-1 aktivasyonu ve buna
bagh olarak IL-1B saliniminin gergeklesmedigi gortlmustiir (39). Grubumuzun
notrofil benzeri HL-60 hiicrelerinde Pyrin ifadesini baskilayarak gerceklestirdigi
galismalar sonucunda, bu hicrelerin kemoatraktan uygulamasi sonrasi disik
polarizasyon ve hiicre gocl gerceklestirdigi gosterilmistir. Baska bir calismada ise,

Pyrin’in aktin ve aktin ile iliskili proteinlerle hiicre gocli esnasinda birlikte yerlesim
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gosterdikleri saptanmistir (42, 60 ). Tim bu veriler ve tez kapsaminda elde edilen
saglikli bireylere ait notrofillerin kemoatraktan uyarimi sonrasi artan hiicre goci
gosterdigi sonucu birbirini desteklemektedir. Ortiisen bu bulgular, dogal Pyrin
proteininin aktin iskeleti (zerinden PSTPIP1 ile interaksiyona girerek hiicre goc¢lini
baslattigini, baska bir deyisle Pyrin’in pro-inflamatuvar bir molekil olabilecegini

dislindirmektedir.

Tez kapsaminda, M694V mutasyonu icin homozigot AAA hastalarinda, bir
kemoatraktan gradiyenti boyunca saglikli kontrollere kiyasla anlamli bir hiicre
goclinlin gerceklestigi saptanmistir. Elde edilen bu veri, AAA ile iliskili mutasyonlarin
artan inflamasyona neden oldugu ve bu mutasyonlarin Pyrin’in aktivitesini
degistirerek  hastalarda goriilen patolojiye neden olabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Bu sonug, en agir klinik fenotipin goruldigii M694V mutasyonu icin
homozigot AAA hastalarinda hastalik siddeti ile artan hicre gogl arasinda bir
korelasyonun oldugunu disindirmektedir. Bu durumun, mutasyona 6zgil olup
olmadigini anlayabilmek i¢cin M680I, V726A ve E148Q gibi baska mutasyonlari

tasiyan hasta bireylerde de hiicre gocl oraninin arastirilmasi gereklidir.

Tez kapsaminda yapilan analizler sonucunda elde edilen verilere gore;
M694V icin homozigot AAA hastalarinda yogun inflamatuvar hicre goginin
gorilmesinin nedeni, mutant Pyrin’in islev kazanimina sebep olan mutasyonlar (gain

of function mutation) ile aktivitesinin degismesi seklinde yorumlanabilir.

Bu c¢alismada karsilagilan en blyuk zorluklardan biri, nétrofillerin in vitro
ortamda maniplle edilmesi zor hiicreler olmalaridir. Ancak, tez kapsaminda hiicre
goclinl analiz etmek amaciyla kullanilan filtre deneyi ve imminfloresan boyama
yontemleri primer notrofil hiicrelerinde optimize edilmistir. Bu yontemlerin, notrofil
aracili inflamatuvar hiicre gocliniin gorildigld baska otoinflamatuvar hastaliklar icin

de uygulanabilir olmasi tez galismasinin 6nemli artilarindan biridir.

Tez sonunda elde edilen tim veriler birlikte degerlendirildiginde, bu
¢alismanin Pyrin’in inflamasyondaki olasi roliini aydinlatmaya yardimci olacagi ve

literatlre katkida bulunacagi dustindlmektedir. Ayrica, hiicre goci ile ilgili elde
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edilen bilgiler, otoinflamatuvar hastaliklara sebep olan faktorlerin, Pyrin proteininin
icinde bulundugu hiicre gocl yolagi acisindan degerlendirilmesine ve bu sayede yeni

etkin koruyucu veya tedavi protokollerinin gelistiriimesine olanak saglayabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Set 1’in filtre deneylerinde fMLP uygulanmamis ve uygulanmis kosullarda
hasta notrofillerinin kontrol bireylere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde daha fazla sayida goc ettigi saptandi (p<0.05). Atak geciren hastalar
ile iyi gidisli (tedaviye iyi cevap veren) hastalar arasinda go¢ eden hiicre sayisi
bakimindan fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosulda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goérilmedi (p>0.05).

Set 1’in floresan boyama deneylerinde fMLP uygulanmis kosullarda hasta
notrofillerinin aktin polarizasyon ylizdesinin (%52) kontrol bireylere kiyasla
(%40) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiliksek oldugu gosterildi
(p<0.05). fMLP uygulanmamis kosulda ise, hasta notrofillerinin aktin
polimerizasyon ylizdesinin (%38), kontrollere (%31,5) gbore daha fazla
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05).

Set 1’'deki atakl ve iyi gidisli hastalarin aktin polarizasyonu karsilastirildiginda
ise, fMLP uygulanmis ve uygulanmamis kosul icin istatistiksel olarak anlaml
bir fark gorilmedi (p>0.05). fMLP uygulanmis kosulda aktin polimerizasyon
ylzdesi, atakli AAA hastalari icin %52,8, iyi gidisli AAA hastalari icinse %55
olarak saptandi. fMLP uygulanmamis kosulda ise, aktin polimerizasyon
ylzdesi atakh 3 hastalari icin %35 iken, iyi gidisli 7 AAA hastasi i¢cin %36
olarak belirlendi.

Set 2’nin immiinfloresan boyama deneylerinde fMLP uygulanmis kosulda,
hasta ve kontrol bireylerin polarize olmus hiicrelerinde membran
uzantilarina dogru, Pyrin’in aktin ile birlikte yerlesim gosterdigi belirlendi.
fMLP uygulanmamis kosulda ise, hasta ve kontrol notrofillerinde Pyrin’in
hem cekirdekte hem de sitoplazmada, aktinin ise sitoplazmada ve o6zellikle
hiicre membraninin hemen altinda yerlesim gosterdigi saptandi.

Filtre ve floresan boyama deneyleri ile AAA hastalarinda kolsisin tedavisine

ragmen subklinik inflamasyonun oldugu noétrofil hiicresi diizeyinde gosterildi.
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e Hicre goclini analiz etmek amaciyla kullanilan filtre deneyi ve
imminfloresan boyama yontemleri, in vitro calismalar acisindan zor bir

hiicre grubu olan primer notrofil hiicrelerinde optimize edilmis oldu.

6.2. Oneriler

e Tirk toplumunda sik gorilen M680I, V726A ve E148Q gibi baska
mutasyonlari tasiyan hasta bireylerde hiicre géci orani arastirilmalidir.

e Hiicre goclini analiz etmek icin kullanilan ve yonlii polarizasyona izin veren,
kantitasyona dayali baska analiz sistemleri kullanilarak AAA hastalarinda elde
edilen veriler dogrulanmaldir.

e Bu tez kapsaminda optimize edilmis laboratuvar metodlari, nétrofil aracili
inflamatuvar hiicre gociunilin gorildigl baska otoinflamatuvar hastaliklar

icin kullanihp test edilmelidir.

Onerilen ¢alismalarin tamamlanmasi ile Pyrin’in inflamatuvar hiicre goci
surecine etkisi ve olasi gorevi hakkinda daha detayli bilgi elde edilmesi

mUmkUun olacaktir.
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