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1. ÖZET 

 

Spondiloartropati (SpA) hastalık grubunda yer alan Ankilozan spondilit (AS); 

baĢlıca enflamatuvar sırt ağrısı, asimetrik periferal oligoartrit, entezit ile 

tanımlanmıĢ, diğer çok etkenli hastalıklar gibi, ortaya çıkıĢı genetik ve çevresel 

etkenlerle tetiklenen romatizmal otoimmün bir hastalıktır. Geçtiğimiz yıllar içinde 

insan ve diğer organizma genomlarının dizilenmesiyle varyasyonların incelenmesi, 

birçok hastalıkta olduğu gibi, AS hastalığının da genetik temelinin anlaĢılması 

konusunda anlamlı mesafe kaydedilmesine imkan sağlamıĢtır. 

Genetik temelin yanı sıra epigenetik değiĢikliklerin de fizyolojik süreçlerde 

olduğu kadar, hastalık geliĢiminde de önemli olduğu bilinmektedir. Epigenetik 

değiĢiklikler, DNA dizisindeki değiĢimlerle açıklanamayan gen ifadesindeki kalıtsal 

değiĢiklikler olarak tanımlanır. BaĢlıca epigenetik değiĢiklikler; DNA metillenmesi, 

histon ve kromatin yapı değiĢiklikleri ve kodlamayan RNA havuzundan oluĢur. 

Yapılan çalıĢmalarda, epigenetik özellikleri etkileyen moleküllerin ifade edilmesinde 

ortaya çıkan değiĢikliklerin artirit geliĢimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iliĢkisi 

olduğu rapor edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada AS tanısı almıĢ diskordant monozigotik ikizler ile hastalığın 

radyolojik skorlamasına göre ağır ve hafif grup olarak klinikte tanımlanan iki gruba 

dahil edilmiĢ hastalarda epigenetik yapıyı düzenleyen (DNA metilaz, histon metilaz, 

kromatin Ģekillendiriciler gibi) genlerin ekspresyonları analiz edilmiĢtir. Analiz 

sonucunda NEK6, PRMT6, KDM6B, AURKA, CARM1, SETD1B, SETDB1, 

PRMT1, DNMT1, PRMT3, SETD7, MBD3, HDAC1, KDM4A, MLL, SUV420H1, 

NCOA3, KAT2B, SMYD3, RPS6KA5 genlerinin ekspresyonlarında görünen gruplar 

arası farklılık, anılan genlerin daha yüksek sayıda hasta gruplarında ekspresyon 

açısıdan incelenerek, doğrulanması gerektiğini ortaya koymuĢtur.  

Anahtar Kelimeler: Spondiloartropati , Ankilozan Spondilit, Epigenetik, Epigenetik 

Modifiye Edici 
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2. SUMMARY 

 

Ankylosing spondylitis (AS), which is a member of multifactorial 

autoinflammatory Spondyloarthropathies, is defined by  inflammatory dorsal pain, 

asymmetric peripheral oligoarthritis, enthesitis. 

The analysis of variations by DNA sequencing in human and other organisms 

has enabled a significant progress in understanding of the genetic basis of AS and 

many other diseases.  

Beside genetical basic, epigenetic changes are also considered as important tools 

for  physiological processes and disease development. Major epigenetic changes can 

be classified as DNA methylation, histone modifications, chromatin remodelling and 

non-coding RNA effects. Studies so far are indicating that expression changes of 

molecules involved in epigenetic modifications might have a role in development of 

arthritis and pathogenesis of rheumatoid arthritis. 

In this study the expression of so called “epigenetic modifiers” like DNA 

methylase, histon methylase, chromatin remodeller complex has been analysed in a 

discordant monozygotic twin couple for AS and AS patients that have been classified 

as “fast progressing” and slow progressing according to radiographic scoring. The 

differential expression in NEK6, PRMT6, KDM6B, AURKA, CARM1, SETD1B, 

SETDB1, PRMT1, DNMT1, PRMT3, SETD7, MBD3, HDAC1, KDM4A, MLL, 

SUV420H1, NCOA3, KAT2B, SMYD3, RPS6KA5 genes should be validated in the 

same patient groups with larger number of subjects.  

Key Words: Spondyloarthropathy, Ankylosing Spondylitis, Epigenetic, Epigenetic 

Modifier 

 

http://www.seslisozluk.net/inflammatory-nedir-ne-demek/
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAAahUKEwiS-tLb_djGAhUDAXMKHaIgD-k&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEnthesitis&ei=ViSkVZL3DYOCzAOiwbzIDg&usg=AFQjCNHwatnKoI8g7-8yGycoQHzl5kc6Pg&sig2=Oixt07sXrM6nombv4MYocw&bvm=bv.97653015,d.bGQ
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3. GİRİŞ ve AMAÇ: 

 

Spondiloartropatiler (SpAs); ankilozan spondilit (AS), enflamatuvar barsak 

hastalığı (EBH), reaktif artirit (ReA), andiferansiye spondiloartropati, juvenil 

spondiloartropati ve psoriyatik artrit (PsA)‟den oluĢan ağırlıklı olarak aksiyal iskeleti 

etkileyen kronik enflamatuvar hastalık grubudur (D. Prakash ve ark., 2014; M. 

Navallas ve ark., 2013). 

SpA hastalık grubunda yer alan ve erkeklerde kadınlardan daha sık oranda 

görülen AS; sakroileit, omurgada enflamasyon ve hareket kaybına neden olan eklem 

iltihabı ile karakterize bir hastalıktır (ZQ. Zhu ve ark., 2013; E. Feldtkeller ve ark., 

2007). 

Nedeni tam olarak bilinemeyen hastalık için çevresel ve genetik faktörlerin 

birlikte katkı sağladığı düĢünülmektedir (FW. Tsui ve ark., 2014). Hastalıkla iliĢkisi 

tanımlanmıĢ ilk gen Major Histocompatibility Complex (MHC) Class 1 molekülü 

olan HLA-B27‟dir (S. van der Linden ve ark., 1983). AS hastalarının %90‟nında 

HLA-B27 pozitiftir (D. Prakash ve ark., 2014; M. Navallas ve ark., 2013). Yüzden 

fazla alt türü rapor edilen (http://hla.alleles.org/proteins/class1.html EriĢim tarihi: 15 

Nisan 2015) HLA-B27‟nin farklı alt türleri farklı populasyonlarda AS ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (MA. Brown ve ark., 2002; J. Martinez-Borra ve ark., 2000). 

B*2707 alt türünün Hintli ve Taylandlı hasta populasyonunda AS ile iliĢkili olduğu, 

B*2704 alt türünün Taylandlı hastalarda AS ile yüksek bağlantısı olduğu 

bildirilmiĢtir (C.López-Larrea ve ark., 1995).  

AS ile iliĢkili MHC dıĢı genleri tanımlamak için yapılan 2 büyük çalıĢma sonucu 

ERAP1, IL23R, ANTXR2 ve IL1R2 genlerinin de hastalıkla iliĢkili olduğu rapor 

edilmiĢtir (Wellcome Trust Case Control Consortium ve  Australo-Anglo-American 

Spondylitis Consortium (TASC), 2007; Australo-Anglo-American Spondyloarthritis 

Consortium (TASC), 2010). Yeni lokusların saptanmasını olanak sağlayan Genom 

boyu bağlantı çalıĢmaları sonucunda da AS ile iliĢkili birçok gen tespit edilmiĢtir 

(FW. Tsui ve ark., 2014). 

http://hla.alleles.org/proteins/class1.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wellcome%20Trust%20Case%20Control%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
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Epigenetik, DNA dizi değiĢikliklerinden (genotip) bağımsız olarak 

kalıtılabilirliği olan gen ekspresyonundaki (fenotip) değiĢiklikler olarak tanımlanır 

(P. Gallipoli ve ark., 2015). Epigenetik değiĢiklikler kalıtılabilir olmalarına rağmen 

geri döndürülebilir değiĢikliklerdir. Memelilerde tanımlanmıĢ baĢlıca epigenetik 

değiĢiklikler DNA metilasyonu, histonlarda translasyon sonrası değiĢiklikler ve 

kromatin yapı değiĢimleri ve kodlanmayan RNA‟ların etkisiyle oluĢur (JP. Hamilton, 

2011). 

DNA Metiltransferazlar tarafından katalizlenen (JK. Kim ve ark., 2009) DNA 

metilasyonu, bir DNA dizisindeki sitozin nükleotidinin 5‟ karbonuna metil grubunun 

kovalent olarak bağlamasıyla meydana gelir (J. Newell-Price ve ark., 2000). Gen 

regülasyonunda önemli görevleri olan DNA metilasyonunun seviyesindeki düĢüĢ 

(hipometilasyon) ya da artıĢ (hipermetilasyon) çeĢitli patolojik olaylarla 

sonuçlanmaktadır (E. Carrió & M.Suelves, 2015; JK. Kim ve ark., 2009) Otoimmün 

enflamatuvar bir hastalık olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) için diskordant olan 

monozigotik ikizlerle yapılan bir çalıĢmada, hasta ve sağlıklı kardeĢler 

karĢılaĢtırılmıĢ ve hastalık patogeneziyle iliĢkili olduğu düĢünülen 49 genin hasta 

olan ikizlerde hipometile olduğu rapor edilmiĢtir (BM. Javierre ve ark., 2010). 

Ökaryotlarda DNA çekirdekte kromatin olarak paketlenmiĢ halde bulunur. 

Kromatinin basit yapı birimi nükleozom 147 baz uzunluğundaki DNA‟nın sardığı 

H2A, H2B, H3 ve H4‟ün oluĢturduğu histon sekizlisinden (oktomer) meydana gelir. 

Hepsi modifikasyonların gerçekleĢmesini sağlayan küresel C-terminal bölge ve N-

terminal kuyruğa sahiptir (K. Luger ve ark., 1997; H. Wu ve ark., 2015; T. 

Kouzarides, 2007; H. Wu ve ark., 2015). Histonların post translasyonel 

modifikasyonları dinamik enzim aileleri tarafından düzenlenir. Histonların 

asetilasyonu, histon asetiltransferazlar (HATs), histonların deasetilasyonu histon 

deasetilazlar (HDACs) tarafından kontrol edilir (AJ. de Ruijter  ve ark., 2003).  

Genlerin hiperasetilasyon (asetilasyon artıĢı) ve hipoasetilasyonunun (asetilasyon 

düĢüĢü) çeĢitli hastalıklarla iliĢkili olduğu rapor edilmiĢtir. AS hastalarıyla yapılan 

bir çalıĢmada, HDAC/HAT aktivitesinin sağlıklı kontrollere göre azaldığı rapor 

edilmiĢtir (E. Toussirot ve ark., 2013). PCR Array yöntemi kullanılarak yapılan bir 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Ruijter%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12429021
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çalıĢmanın sonucunda Romatoid Artirit (RA) hastalarında, histon kinazlar, 

asetiltransferazlar, deasetilazlar, metiltransferazlar, demetilazlar ve protein 

degredasyon–promoting ubikitin ligazlar olmak üzere 14 adet genin ifadesinin 

anlamlı Ģekilde arttığı ya da azaldığı tespit edilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 2013). 

Gen düzenlenmesinde çeĢitli roller üstlenen, boyutlarına göre kısa (olgun 

formları 20-200 nükleotit uzunluğunda) ve uzun (200 nükleotitten uzun ve 100 

kilobaza kadar) kodlanmayan RNA‟ların birçok patolojiyle iliĢkili olduğu 

düĢünülmektedir. En çok çalıĢılmıĢ olan kısa (19-22 nükleotid uzunluğunda), 

endojen, tek zincirli olan miRNA‟lardır (BP. Lewis ve ark., 2003; A. Duggirala ve 

ark., 2015). Romatoid artiritli hastalarda miR-24 and miR-125a-5p‟nin ekspresyon 

seviyeleri sağlıklı bireylere göre yüksek bulunmuĢ ve bu miRNA‟ların hastalık 

tanısında kullanılabileceği düĢünülmüĢtür (K. Murata ve ark., 2013). AS‟de ise miR-

16, miR-221 ve let-7i‟nin AS hastalarının T hücrelerinde sağlıklı kontrollere göre 

yüksek ekspresyonu tespit edilmiĢtir (NS. Lai ve ark., 2013). 

Yapılan çalıĢmada, artrit geliĢimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iliĢkisi 

olduğu rapor edilen epigenetik özellikleri değiĢtiren moleküllerin düzeylerindeki 

değiĢikliklerin Ankilozan Spondilit ile iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmanın ilk 

basamağında Ankilozan Spondilit (AS) tanısı almıĢ diskordant monozigotik ikizler 

ile hastalığın radyolojik progresyonuna göre ağır ve hafif olarak gruplanmıĢ 

hastaların kan örneklerinde epigenetik özellikleri belirleyen moleküllerin haberci 

RNA (mRNA) düzeyleri karĢılaĢtırmalı olarak incelenmiĢtir. Ekspresyon farklılığı 

saptanmıĢ olan genlerin daha büyük bir hasta grubunda çalıĢılarak hastalıkla 

iliĢkisinin daha yakından ortaya konması amaçlanmaktadır. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewis%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14697198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23874885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23607629
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4.       GENEL BİLGİLER 

4.1. Spondiloartropati 

Spondiloartropatiler (SpAs); enflamatuvar değiĢikliklerin çoğunlukla omurgayı, 

periferal eklemleri, tendon, ligament ve sakroiliyak eklemleri etkilediği romatizmal 

hastalıklar grubudur. Bu grup, ankilozan spondilit (AS), enflamatuvar barsak 

hastalığı (EBH), reaktif artirit (ReA), andiferansiye spondiloartropati, juvenil 

spondiloartropati ve psoriyatik artrit (PsA)‟den oluĢur. Spondiloartropatiler, SpA 

hastalarının bazılarında romatoid faktörün (RF) varlığının tespit edilmesine kadar 

„‟seronegatif spondiloartropatiler‟‟ olarak bilinmekteydiler. Bu tespitin ardından 

„‟spondiloartropati‟‟ olarak adlandırılmaya baĢlandılar. Genellikle genç bireylerde 

ortaya çıkar ve populasyonda 0,15–1,8% oranında görülür (I. Sudol-Szopinska & A. 

Urbanik, 2013). Prevalansı ilerleyen yaĢla beraber artan RF ise, sağlıklı bireylerin 

%5 „inde bulunmasının yanı sıra, hepatit c, sistemik lupus eritamatozus (SLE) gibi 

hastalıklarda da bulunan, globulin G‟nin yapısal Fc kısmına karĢı oluĢmuĢ 

antiglobülin antikorudur (Onat ve ark., 2014). 

Enflamatuvar sırt ağrısı SpA grubunun tipik klinik özelliklerinin baĢında 

gelmekle beraber, sakroiliyak, vertebral ve periferal eklemler, tendon, ligament ya da 

eklem kapsüllerinde meydana gelen enflamatuvar lezyonlar grubun diğer klinik 

özelliklerindendir (I. Sudol-Szopinska & A. Urbanik, 2013; O. Akgul & S. 

Ozgecmen, 2011). Bunların yanında sedef hastalığı, enflamatuar barsak hastalığı ve 

akut anterior üvet de bu hastalık grubunda gözlemlenmektedir (RJ Lories ve ark., 

2009). 

SpA klinik özelliklerine göre 2 ana gruba ayrılmaktadır. Sakroiliyak ve vertebral 

eklemlerin içinde bulunduğu enflamatuvar sırt ağrısını da barındıran klinik 

özelliklerin görüldüğü durumlar aksiyal spondiloartropatiler, tendon, ligament ya da 

eklem kapsül bölgeleri ve periferal eklemlerde enflamasyonla ortaya çıkan durumlar 

ise periferal spondiloartropatiler olarak adladırılmıĢtır (I. Sudol-Szopinska & A. 

Urbanik, 2013). 2009 ve 2001 yıllarında ASAS (Assessment in Spondyloarthritis 

International Society) tarafından bu iki grup için çeĢitli kriterler belirlenmiĢtir (M. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudwaleit%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19297344
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Rudwaleit ve ark., 2009,2011; R. van den Berg & DM. van der Heijde, 2010) (Tablo 

1 ve Tablo 2). 

Tablo 1: Aksiyal spondiloartropatiler için ASAS kriterleri (M. Rudwaleit ve ark., 

2009,2011). 

Klinik İncelemede Enflamatuvar Sırt Ağrısı 

(Periferik eklem bulguları olsa da olmasa da 45 yaĢından küçük bireylerde 3 ay ve ya daha uzun 

süreli bel ağrısı) 

 

Görüntüleme çalıĢmalarında 

sakroileit* 

 

 

 

ya da 

HLA-B27 antijenin görülmesi 

+ + 

Spondiloartropatilerin klinik 

özeliklerinden en az bir 

tanesinin görülmesi** 

Spondiloartropatilerin klinik 

özeliklerinden en az iki 

tanesinin görülmesi** 

 
*Görüntüleme çalıĢmalarında sakroileit; MRI‟da SpA iliĢkili sakroilieti destekleyen aktif 

enflamatuvar lezyonlar ya da 1984 yılındaki modifiye New York kriterlerine göre belirlenen x-ray 

değiĢiklikleri 

  
**SpA „nın klinik özellikleri; Enflamatuvar bel ağrısı, artirit, entezit, üveit, daktilit, sedef hastalığı, 

Crohn hastalığı ya da ülseratif kolit, steroid olmayan antienflamatuvar ilaçlara iyi yanıt, ailede SpA 

öyküsü, HLA-B27 antijen varlığı, artmıĢ serum CRP seviyesi 

 

Tablo 2: Periferal spondiloartropatiler için ASAS kriterleri (R. van den Berg & DM. van der 

Heijde, 2010). 

Artirit (Genellikle alt bacak eklemlerinde simetrik olmayan artirit), entezit (tendon, bağ doku ve 

kapsüllerin enflamasyonu), daktilit (sosis Ģeklinde parmak) ile birlikte spondiloartropatilerin 

klinik özeliklerinden en az bir tanesinin görülmesi ve ya spondiloartropatilerin diğer klinik 

özeliklerinden en az iki tanesinin görülmesi 

Spondiloartropatilerin klinik 

özeliklerinden en az bir tanesinin 

görülmesi 

Spondiloartropatilerin diğer klinik 

özeliklerinden en az iki tanesinin 

görülmesi 

Sedef Hastalığı Artirit 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20den%20Berg%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21102381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudwaleit%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19297344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20den%20Berg%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21102381
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Pozitif HLA-B27  Entezit 

Üveitis Daktilit sosis Ģeklinde parmaklar 

MRI ve x-ray‟de görüntülenen 

sakroileit 

Enflamatuvar bel ağrısı 

Crohn hastalığı ya da ülseratif kolit Ailede SpA öyküsü 

Artiritten önce gelen enfeksiyon  

 

Her iki grupta da sakroileit ortak klinik özelliktir. Özellikle ankilozan spondiliti 

de kapsayan (M. Dougados & D. Baeten, 2011)  aksiyal SpA sakroileit ile 

baĢlamaktadır ve radyolojik olarak sınıflandırılarak (J. Braun ve ark., 2006) (Tablo 

3) sakroiliyak eklemlerde görüntülenmiĢtir (M. Geijer ve ark., 2009; G. Huerta-Sil ve 

ark., 2006) (ġekil 1). 

Tablo 3: Sakroileitin New York Kriterlerine göre radyolojik olarak sınıflandırılması (J. 

Braun ve ark., 2006). 

Seviye 0: DeğiĢiklik yok/ sakroiliyak eklemler normal 

Seviye 1: ġüpheli değiĢiklikler  

Seviye 2: Minimal değiĢiklikler 

Seviye 3: Ġleri derece değiĢiklikler 

Seviye 4: Ankiloz 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geijer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19488891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huerta-Sil%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16219705
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Şekil 1: Sakroileitin farklı seviyelerinin radyolojik görüntüsü (M. Geijer ve ark., 2009; G. 

Huerta-Sil ve ark., 2006). 

Sakroiliyak eklemlerdeki enflamatuvar değiĢiklikler ASAS kriterlerine göre 2 

grupta toplanmıĢtır (J.Sieper ve ark., 2009) (Tablo 4).  

Tablo 4: ASAS kriterlerine göre sakroiliyak eklemlerdeki enflamatuvar değiĢiklikler 

(J.Sieper ve ark., 2009). 

Aktif Enflamatuvar Lezyonlar Kronik Enflamatuvar Lezyonlar 

Kemik iliği ödemi Kıkırdak altının sertleĢmesi 

Kapsül iltihabı Erozyonlar 

Sinovit Yağ depolanması 

Tendon, bağ doku ve kapsül bağlantılarında Kemik köprüleri, ankiloz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geijer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19488891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huerta-Sil%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16219705
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enflamasyon 

 

Özellikle sakroiliyak eklemlerdeki radyolojik bulgular hastalıkların tanısı için 

önemini korumaktadır. Bunun yanında MR sonuçları ve X-ray taramalarıyla 

hastalardaki enflamatuvar lezyonlar değerlendirilmektedir (I. Sudol-Szopinska & A. 

Urbanik, 2013). 

PsA‟nın bazı formları gibi SpA grubundaki bazı hastalıklarda iskelet hasarları 

kemik ve eklem erozyonu sebebiyle meydana gelir. Buna karĢı olarak AS‟de eklem 

ve ya omurga ankilozu sebebiyle hastalarda kalıcı hareket kaybı, yeni kıkırdak ve 

kemik oluĢumundan kaynaklanmaktadır (I. van Echteld, 2006). 

4.2. Ankilozan Spondilit 

SpA hastalık grubunda yer alan Ankilozan Spondilit (AS); enflamatuvar sırt 

ağrısı, asimetrik periferal oligoartrit, entezit ve sedef hastalığı, enflamatuar barsak 

hastalığı ve akut anterior üvet gibi spesifik organ tutulumunu içeren klinik özelliklere 

sahip olan yaygın kronik enflamatuvar ve otoimmün eklem hastalığıdır. Klinik olarak 

sakroileit, omurgada enflamasyon ve hareket kaybına neden olan eklem iltihabı ile 

karakterizedir. Kronik enflamasyon hücreler arasındaki bağ dokunun artmasına ve 

kemikleĢmeye yol açar (A. Ebringer ve C. Wilson, 2000; ZQ. Zhu ve ark., 2013). 

       AS‟nin görülme sıklığı erkeklerde kadınlardan daha fazladır (E. Feldtkeller 

ve ark., 2007; JD. Reveille & MH. Weisman, 2013) ve genel populasyonda görülme 

sıklığı % 0,1 ve % 1,4 arasında değiĢir. Yapılan çalıĢmalar farklı ülkelerde AS‟nin 

görülme sıklığının her yıl 100.000 insanda 0,5-14 arasında değiĢtiğini rapor etmiĢtir 

(J. Braun ve J. Sieper, 2007). AS‟nin teĢhisinde laboratuvar testlerinden çok New 

York kriterlerinde belirtilen özellikler temel alınır (S. van der Linden ve ark., 1984) 

(Tablo 5). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Echteld%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013999
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Tablo 5: AS için 1984 New York kriterleri (S. van der Linden ve ark., 1984). 

Klinik Kriterler 

1- 3 aydan uzun süren aĢağı bel bölgesinde egzersiz ile düzelen ancak dinlenme ile 

rahatlamayan ağrı 

2- Sagital ve frontal planda lomber omurganın hareketlerinde kısıtlanma 

3- Normal olan yaĢ ve cinsyetle uyumlu kiĢilere göre göğüs geniĢlemesinde 

kısıtlanma 

Radyolojik Kriter 

Sakroileit seviye ≥2 ve ya tek taraflı seviye 3-4. 

 

AS‟nin ilk semptomları geç ergenlik ya da erken yetiĢkinlik (kadınlarda 30 yaĢ 

civarı, erkeklerde ortalama 26 yaĢ) dönemlerinde ortaya çıkar. Genellikle sinsi 

baĢlayan hafif ağrılar, baĢlangıç semptomudur. Ağrı genellikle bir kaç saat süren 

sabah tutukluğuyla beraber, kalça ya da bel bölgesinde baĢlar ve süreç içinde 

hastanın hareket etmesini güçleĢtirir. Ağrı bir kaç ay içinde kalıcı ve çift taraflı olur 

ve geceleri gittikçe kötüleĢir (MR. Underwood &P. Dawes, 1995). Bazı hastalarda 

kemik hassasiyeti birincil Ģikayet olabilir ve bu duruma sırt ağrısı ve sertlik eĢlik 

eder. Bazı hastalarda ise hastalığın erken aĢamalarında kalça ve omuzlarda artirit 

meydana gelir. Diğer eklemlerdeki asimetrik artirit hastalığın herhangi bir 

aĢamasından meydana gelirken, boyun ağrısı ve sertlik hastalığın ileriki aĢamaları 

için karakteristiktir (J.Sieper ve ark., 2002). 

4.2.1. Ankilozan spondilitin fizyopatolojisi 

AS‟nin nedeni tam olarak bilinmemektedir ancak genetik ve çevresel faktörlerin 

her ikisinin de hastalığın patogenezinde önemli rollleri olduğu düĢünülmektedir (E.B 

Gouveia ve ark., 2012). Özellikle hücresel süreçler immün bağlantılı AS 

patogenezine katkıda bulunmaktadır. Spesifik immün hücre tiplerinin (T hücreleri) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouveia%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23090374
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AS hastalarınının kıkırdaklarındaki enflamatuvar cevaptan sorumlu olduğunu 

gösteren çalıĢmalar mevcuttur. Hastalıkta görülen kronik enflamasyonun ise 

kemikleĢmeye yol açtığı rapor edilmiĢtir (A. Ebringer ve C. Wilson, 2000; ZQ. Zhu 

ve ark., 2013; C. Wang ve ark., 2015). Tüm bu bileĢenler, özellikle enflamasyon-yeni 

kemik oluĢumu/bozunumu sürecine katkıda bulunmaktadır. 

Büyüme ve geliĢme sırasındaki kemik oluĢumu çok sayıda moleküler 

mekanizmayı ve onların birbirleriyle etkileĢimini kapsar. ÇalıĢmalar kıkırdak ve 

kemik patolojisinde özellikle de yeni kemik oluĢumunda benzer yolakların ve 

iĢleyiĢlerin rol aldığını desteklemektedir.  Bu yolaklar bone morfojenik protein 

(BMP), wingless-type like (WNT), hedgehog, fibroblast büyüme faktörleri, notch ve 

paratiroid benzeri peptid sinyallerini kapsamaktadır (RJ Lories ve ark., 2009). 

Ankilozan spondilitte kendisi gibi enflamatuvar romatolojik bir hastalık olan 

ancak küçük ve orta büyüklükteki eklemlerde simetrik ve aĢındırıcı artiritle 

karakterize olan romatoid artiritten farklı olarak (DL. Scott ve ark., 2010), hem 

enflamatuvar aĢındırıcı osteopeni hem de kemiklerde beklenmeyen yeni kemik 

oluĢumu gözlenmektedir. Bazı hastalarda omurgada kemiklerin birleĢerek 

oluĢturduğu bir form olan „‟bambu kamıĢı‟‟ görülmektedir (A. Boonen & 

JL. Severens, 2002; JH. Ju ve ark., 2007) (ġekil 2).  
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Şekil 2: 42 yaĢında erkek AS hastasında görülen bambu kamıĢı (JH. Ju ve ark., 2007). 

Ġnsan lökosit antijen (HLA)-B27 pozitif Tayvanlı hastalarda yapılan bir 

çalıĢmada farklı haplotiplerle bambu kamıĢı arasındaki iliĢki incelenmiĢ ve A33-

B58-Cw10, A33-B58-Cw10-DR13, A33-B58-Cw10-DR17 haplotiplerinin bambu 

kamıĢı arasında güçlü bağlantı olduğu tespit edilmiĢtir (MC. Lu ve ark., 2009). 

Enflamasyon, kemik/kıkırdak bozulumu ve osteoproliferasyon SpA 

patogenezinin üç temel özelliğidir. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar hücresel ve 

moleküler süreçlerin içinde bulunduğu çeĢitli teoriler geliĢtirmiĢtir (M. Dougados & 

D. Baeten, 2011). Bununla birlikte bu üç patolojik süreç arasındaki iliĢki tam olarak 

bilinmemektedir. Bu durum için iki ana hipotez önerilmiĢtir. 

Ġlk hipoteze göre; enflamasyon baĢlangıçta kemik bozulumunu tetiklerken aynı 

anda yeni kemik oluĢumunu baskılar. Sistemik enflamasyonu tetikleyen Tumor 

necrosis factor (TNF), Wnt sinyalini bloke ederek osteoblast fonksiyonunu 

baskılarken osteoklast farklılaĢmasını ve aktivasyonunu promote eden merkezi role 
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sahiptir. Ġkinci hipoteze göre ise; bilinmeyen bir tetikleyici akut enflamatuvar 

reaksiyonu indüklemekte ve stromal hücrelerin aktivasyonunu sağlamaktadır (LM. 

van Duivenvoorde ve ark., 2012; RJ Lories ve ark., 2009)(ġekil 3). 

 

Şekil 3: SpA‟da enflamasyon ve ankiloz arasındaki iliĢki (RJ Lories ve ark., 2009). 

AS‟de yeni kemik oluĢumu hem kıkırdak içi hem de doğrudan kemik oluĢumu 

Ģeklinde görülmektedir. Doğrudan kemik oluĢumunda öncül hücreler osteoblastlara 

farklılaĢmaktadır. Bunun yanında farklılaĢma, proliferasyon gibi görevleri olan 

transforming growth factor beta (TGF-β) protein ailesine üye olan ve noggin, 

chordin gibi antagonistleri olan BMP‟ler kıkırdak içi kemik oluĢumunda temel rol 

oynamaktadırlar. Wnt‟ler bu süreci spesifik ligandlara ya da konsantrasyona bağlı 

olarak uyarır ya da engeller. Wnt antagonistleri; Dickkopf-related protein 1 (DKK-1) 

ve sklerostin düzenleyici olarak görev yapar. TNF gibi proenflamatuvar sitokinler 

hem BMP‟leri hem de Wnt antagonistlerinin düzenlenmesinde görevlidir (S.Carter 

ve ark., 2012; K. Chandramore & S. Ghaskadbi, 2011) (ġekil 4). 

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
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Şekil 4: Ankilozan Spondilitte kıkırdak içi ve direk yeni kemik oluĢumu (S.Carter ve ark., 

2012). 

AS‟de bu mekanizmaların anlaĢılabilmesi için çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Wnt sinyal yolağının antogonisti ve protein kinaz olan DKK 1 ile yapılan bir 

çalıĢmada, DKK 1 „in inhibisyonunun TNF transgenik farelerde artiriti uyardığı ve 

bu nedenle DKK 1‟in bu mekanizmada anahtar rol oynadığı rapor edilmiĢtir (D. 

Diarra ve ark., 2007). Artrit için spontan ve entezitle karakterize olan model olan 

DBA/1 farelerde yapılan bir çalıĢmada ise BMP antogonisti NOG gen transferinin, 

spontan artrit baĢlangıcını ve ilerlemesini inhibe ettiği gösterilmiĢtir. NOG gen 

terapisi yapılan grupla tedavi yapılmayan kontrol grubu karĢılaĢtırıldığında tedavinin, 

hastalığının ilerlemesini önemli ölçüde azalttığı görülmüĢtür (RJ. Lories ve ark., 

2005).  

AS hastalarınının kıkırdaklarındaki enflamatuvar cevaptan sorumlu olduğu 

düĢünülen immün hücrelerde meydana gelen çeĢitli değiĢimler AS‟nin sistemik 

immün bağlantılı bir hastalık olduğunu destekler niteliktedir. Özellikle hastalarda T 

hücre alt tipleri olan CD4+ and CD8+ hücrelerinin kanda ve sinoval sıvıda biriktiği 

kanıtlanmıĢtır. Bunun yanında enflamasyon belirteci olan Tumour Necrosis Factor-α 

(TNF-α)‟nın sakroiliyak eklemlerde birikmesi AS patogenezinde önemli rollere sahip 

olduklarını kanıtlar niteliktedir. CD4+ T hücreleri, IL-17-ürünü T hücreleri ve T 

helper 17 (Th17) hücrelerinin AS hastalarının sinoviyal sıvılarında tespit edilmesi T 
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hücrelerinin lokal enflamasyon sürecinde rol aldığı anlamına gelmektedir (C. Wang 

ve ark., 2015). Bunlarla beraber HLA-B27, Ġnterlökin 23 Reseptör (IL-23R) ve 

Endoplazmik Retikulum Aminopeptidaz-1 (ERAP-1) genlerindeki 

polimorfizmlerinin de AS patogenezindeki immün mekanizmaya katkı sağladığı 

rapor edilmiĢtir (PB. Wright ve ark., 2015). 

Belirtildiği üzere AS‟nin patogenezi tam olarak bilinmemektedir ancak özellikle 

hastalık/HLA-B27/immün sistem arasında büyük bağlantı olduğu belirtilmiĢtir. 

Ġnsan lökosit antijen (HLA)-B27 6. kromozomun kısa kolundan kodlanan Major 

Histocompatibility Complex (MHC) Class 1 molekülüdür. Bir çok hücre tipinde 

bulunur ve antijen sunan hücrelerde ekspresyonu yüksektir (L. Schlosstein ve ark., 

1973). HLA-B27 hastalıkla iliĢkisi tanımlanmıĢ ilk gendir ve AS hastalarının %80‟i 

pozitiftir. Ancak bunun yanında B27 pozitif bireylerin yalnızca %1-%5‟inde AS 

görülür. Yapılan bazı çalıĢmalar B27 pozitif AS hastaların akrabalarında hastalığın 

görülme olasılığının genel populasyona göre 5,6-16 kat daha fazla olduğu 

gösterilmiĢtir (A. Calin ve ark., 1983; S. van der Linden ve ark., 1983; MA. Khan, 

2002).  

HLA-B27‟nin AS ile iliĢkisini tanımlayabilmek için çeĢitli çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Beyaz ırkta yapılan bazı çalıĢmalarda AS hastası bireylerin %90‟nından 

fazlasında HLA-B27‟nin pozitif olduğu ancak bununla beraber çoğu pozitif bireyin 

sağlıklı kaldığı görülmüĢtür. Bu durum baĢka genlerin de AS ile iliĢkili olabileceği 

düĢüncesini ortaya koymuĢtur (SM. van der Linden ve ark., 1984; MA. Brown ve 

ark., 1996; JD.Reveille, 2006). 

 Yüzden fazla alt türü rapor edilen (http://hla.alleles.org/proteins/class1.html 

EriĢim tarihi: 15 Nisan 2015)  HLA-B27‟nin farklı alt türlerinin farklı 

populasyonlarda AS ile iliĢkisini ortaya koyan birçok çalıĢma mevcuttur. ÇalıĢmalar 

devam ettikçe ortaya konan alt tür sayısı da hızlı bir Ģekilde artmaktadır (JD. Reveille 

ve ark., 2001; MA. Brown ve ark., 2002; J. Martinez-Borra ve ark., 2000) (Tablo 6). 

Örneğin 230 Koreli hastayla yapılan bir çalıĢmada; HLA-B27‟nin AS ile yüksek 

oranda (%96,3) iliĢkili olduğu, HLA-B27 pozitif bireylerde B*2705 (%92,2) ve 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wright%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26320138
http://hla.alleles.org/proteins/class1.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reveille%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11555726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reveille%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11555726
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B*2704 (%5,8) alt türlerinin Koreli hastalar için baĢlıca alt türler olduğu 

belirtilmiĢtir (KS. Park ve ark., 2008). Asyalı hastalarla (Taylandlı ve Hint gruplar) 

yapılan baĢka bir çalıĢmada B*2707 alt türünün her iki populasyonda da AS ile 

iliĢkili olduğu, B*2704 alt türünün Taylandlı hastalarda AS ile yüksek bağlantısı 

olduğu bildirilmiĢtir (C.López-Larrea ve ark., 1995).  

Tablo 6: AS iliĢkili HLA-B27 alt grupları ve etnik köken iliĢkisi. 

Alt Tür Hastalıkla 

Bağlantısı 

Yaygınlık Coğrafik Toplum 

B*2705 Var DeğiĢken Tüm dünya 

B*2702 Var DeğiĢken Orta Doğu, Kuzey 

Afrikalı,  Avrupalı 

Beyaz Irk 

B*2703 Var Sınırlı Batı Afrikalı 

B*2704 Var DeğiĢken Çinli,Japon, 

Endonezyalı 

B*2706 Yok DeğiĢken Asyalı 

B*2707 Var Az Hint, Çinli 

B*2708 Var Nadir UK 

 

HLA-B27‟nin AS ile iliĢkisi belirtilirken mekanizması tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Ancak AS‟deki moleküler patojenik rolü hakkında çeĢitli teoriler 

mevcuttur. Bu teorilerden ilki ve en baskın olan artirit oluĢumuna sebep olan peptid 

teorisi, HLA-B27‟nin mikrobiyal ya da artirit oluĢumuna sebep olan self bir peptitle 

bağlanması esasına dayanır. HLA-B27 sınırlı sitotoksik T hücresinin, sadece 

eklemlerde ve diğer dokulardaki peptit veya peptitlere olan yanıtı hastalığa neden 

olabilir. Ancak bu peptitlerin AS patogenezine katkısını gösteren hiçbir kanıt 
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bulunamamıĢtır. HLA-B27 homodimerlerin hücre yüzey teorisine göre; HLA-

B27‟nin ağır zincirleri homodimer yapıdadır ve endoplazmik retikulumda bu 

homodimer yapısında bozulma meydana gelebilir. HLA-B27 pozitif bireylerde 

natural killer (NK) hücrelerin ve  CD4+ T hücrelerinin artması bu teoriyi destekler 

nitelikte olsa da hastalıkla iliĢkisi kesinleĢtirilememiĢtir. Bir diğer teoriye göre, 

HLA-B27‟nin yanlıĢ katlanması sonucu oluĢan bozuk proteinin hücrede birikimi 

proenflamatuvar strese yol açıp hastalığın geliĢmesine neden olabilir. Son teori ise; 

HLA-B27 pozitif bireylerin bazı hücre içi patojenleri ortadan kaldırmada yetersiz 

olması esasına dayanır. HLA-B27 taĢıyıcılarının Yersinia, Salmonella, Shigella 

ve  Chlamydia gibi hücre içi mikrobiyal türleri öldürmede yetersiz kaldığı ve bu 

durumun enfeksiyonu tetiklediği düĢünülmektedir. Bu teori de henüz 

kanıtlanamamıĢtır (JF. Zambrano-Zaragoza ve ark., 2013) (ġekil 5). 

 

Şekil 5: HLA-B27‟nin AS‟deki moleküler patojenik rolü üzerine teoriler (JF. Zambrano-

Zaragoza ve ark., 2013). 

 

4.2.1.1. Genetik faktörler 

Genetik faktörler AS‟nin geliĢiminde tek belirleyici olmamasına rağmen büyük 

ölçüde iliĢkilidir (S, Brophy ve ark., 2004). Patolojisi tam olarak bilinmemesine 

rağmen monozigotik ve dizigotik ikizlerle yapılan çalıĢmalar sonucunda hastalığın 
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büyük ölçüde kalıtsal olduğu ancak bununla beraber çevresel tetikleyicilerin de 

yaygın olabileceği belirtilmiĢtir (MA. Brown ve ark., 1997). Hastalığın >%95 kalıtsal 

olduğu tahmin edilmektedir. Örneğin AS‟nin kardeĢlerde nüks etme riski (%9,2) 

normal popülasyonla karĢılaĢtırıldığında (%0,1) çok daha yüksektir. Hastalıkla 

iliĢkisi tanımlanmıĢ ilk gen olan Ġnsan lökosit antijen (HLA)-B27 pozitif ikizler 

karĢılaĢtırıldığında monozigotik ikizlerdeki AS konkordans oranının (%63) B27 

pozitif dizigotik ikizlerden (%27) çok daha yüksek olduğu görülmüĢtür. Benzer 

istatistiki değerlendirmeler AS‟ye yatkınlığın büyük ölçüde kalıtsallığını 

düĢündürmektedir (FW. Tsui ve ark., 2014). 

4.2.1.1.1. MHC dışındaki genler ve AS 

AS ile iliĢkisi olan MHC dıĢı genleri tanımlayabilmek için iki anahtar çalıĢma 

mevcuttur. Ġlk çalıĢma 2007 yılında, 1,000 AS hastası ve 1,500 sağlıklı kontrol 

kullanılarak yapılmıĢtır. 14,436 benzer olmayan tek nükleotid polimorfizm (SNPs; 

proteinin amino asit dizisini değiĢtiren) genotiplemesi sonucunda ERAP1 ve IL23R 

genlerinin AS ile iliĢkisi tanımlanmıĢtır (Wellcome Trust Case Control Consortium 

ve  Australo-Anglo-American Spondylitis Consortium (TASC), 2007). Ġkincisi ise; 

AS için raporlanmıĢ ilk genom boyu bağlantı çalıĢmasıdır. 2,053 akraba olmayan AS 

hastası ve 5,140 sağlıklı kontrolle yapılan çalıĢma sonucunda 2p15 ve 21q22 

kromozom bölgelerinde yer alan ANTXR2 ve IL1R2 genlerinin AS ile iliĢkili olduğu 

rapor edilmiĢtir (Australo-Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC), 

2010). 

4.2.1.1.1.1. Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1) 

ERAP1 proteinin bilinen 3 biyolojik fonksiyonu mevcuttur. Ġlk olarak ERAP1, 

endoplazmik retikulumda MHC Class 1 moleküllerine bağlanacak antijenlerin 

optimal boy uzunluklarını düzenleyebilmek için moleküler cetvel görevi görür (L. 

Saveanu ve ark., 2005). Ġkinci görevi, lipopolisakkarit (LPS) ve interferon (IFN)- 

γ tarafından indüklenen makrofajların aktivasyonunda görev alır (Y.Goto ve ark., 

2011). Son olarak, hücre yüzeyinde bulunan sitokin reseptörlerinin yıkımından 

sorumludur. Bu yıkım proteinlerin enflamasyon sürecini etkileyen hücre içi kimyasal 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wellcome%20Trust%20Case%20Control%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
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sinyallerinin azalmasına neden olur. ERAP1‟de meydana gelen fonksiyon kaybı 

hücre yüzey reseptörlerinin hücredeki seviyelerinin artması ya da azalmasına yol 

açar ve AS‟ye yatkınlık artar (N. Haroon ve ark., 2010). 

ERAP1‟in AS‟ye katkısı tam olarak netleĢtirilememiĢtir. Ancak ERAP1 

genindeki polimorfizmlerin AS ile iliĢkisini anlayabilmek için genin fonksiyonel 

yapısı üzerine düĢünülmüĢtür. 

ERAP1‟in AS ile iliĢkisi 2007 yılında yapılan bir çalıĢma sonucunda 

aydınlatılmıĢ (Wellcome Trust Case Control Consortium ve  Australo-Anglo-

American Spondylitis Consortium (TASC), 2007) bunun üzerine birçok SNP 

çalıĢması yapılarak AS ile iliĢkisi ortaya konulmuĢtur (JF. Zambrano-Zaragoza ve 

ark., 2013) (Tablo 7). 

Tablo 7: ERAP1 ve AS arasında bağlantı çalıĢmaları (JF. Zambrano-Zaragoza ve ark., 

2013). 

Toplum Yıl ÇalıĢma Tipi SNP Bağlantı 

UK 2007 Genom-boyu 

bağlantı 

çalıĢması 

rs30187 

rs27044 

Risk 

UK, 

Avusturalyalı, 

Kanadalı 

2011 Genom-boyu 

bağlantı 

çalıĢması 

rs30187 Risk 

Kanadalı 2009 Vaka-kontrol rs30187 

rs26653 

Risk 

Portekizli 2009 Vaka-kontrol rs27044 Risk 

Macar 2010 Vaka-kontrol rs27044 Risk 

Koreli 2010 Vaka-kontrol rs27044 Risk 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wellcome%20Trust%20Case%20Control%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
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rs30187 

Ġranlı 2012 Vaka-kontrol rs27434 

rs30187 

Risk 

Asyalı, 

Avrupalı 

2011 Meta-Analiz rs27044 

rs30187 

Risk 

 

 

4.2.1.1.1.2. İnterlökin 23 reseptör (IL23R) 

IL23R  (interleukin-23 receptor) geni 1. kromozomun kısa kolunda lokalizedir 

(C.Parham ve ark., 2002). IL23R geni T helper 17(Th17) hücrelerinin üretimi ve 

farklılaĢma yolaklarıyla bağlantılı olmakla beraber makrofaj, mikroglia, natural killer 

hücreleri (NK) ve natural killer T hücreleri gibi immünolojik hücre tiplerinde ekprese 

olur (BS. McKenzie ve ark., 2006; C. Jandus ve ark., 2008). 2008 yılında AS 

hastalarının periferal kanlarıyla yapılan çalıĢmada, AS hastalarında sağlıklı 

kontrollere göre Th17 hücrelerinin sayısının artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir (C. 

Jandus ve ark., 2008). 

IL23R ve ligandı IL23, immün düzenleme yolaklarının baĢlıca bileĢenleridir. Bu 

nedenle son zamanlarda yapılan çalıĢmalar IL23R geninde meydana gelen bazı tek 

nükleotid polimorfizmlerinin Crohn‟s hastalığı gibi birçok otoimmün hastalıkla 

bağlantılı olduğunu göstermiĢtir (RH. Duerr ve ark., 2006). 

IL23R geninde meydana gelen polimorfizmlerin AS ile iliĢkili olduğu daha önce 

yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Wellcome Trust Case Control Consortium 

ve  Australo-Anglo-American Spondylitis Consortium (TASC), 2007). Genom boyu 

bağlantı çalıĢmaları IL23R‟deki rs11209026 ve rs11465817 varyantlarının AS ile 

iliĢkili olduğunu rapor etmiĢtir (Australo-Anglo-American Spondyloarthritis 

Consortium (TASC), 2010). 2013 yılında Çinli bireylerle yapılan baĢka bir çalıĢmada 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wellcome%20Trust%20Case%20Control%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondylitis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
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HLA-B27 pozitif bireylerde IL23R‟nin rs17375018 varyantının AS ile iliĢkili olduğu 

belirlenmiĢtir (H. Dong ve ark., 2013). 

 

4.2.1.1.1.3. İnterlökin 1 reseptör 2 (IL-1R2) 

Ġnsanlarda IL-1R2 (interleukin 1 receptor-2) geni 2. kromozomun uzun kolunda 

lokalize olur (NG. Copeland ve ark., 1991). IL-1R2 esas olarak miyeloid ve lenfoid 

hücrelerde eksprese olur ve 29 amino asit uzunluğunda kısa bir sitoplazmik kuyruğa 

sahiptir (A.Dunne & LA. O'Neill, 2003).  

IL-1R2„nin enflamasyon, immünite ve özellikle enflamatuvar hastalıkların 

patogenezinde rol oynayan proenflamatuvar bir sitokin olan IL-1 (interleukin 1) için 

yem (decoy) reseptörü olarak çalıĢtığı rapor edilmiĢtir (X. Cui ve ark., 2003). 

        IL-1R2‟nin AS ile iliĢkili olduğu ilk olarak 2010 yılında yayınlanmıĢtır 

(Australo-Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC), 2010). Bu 

çalıĢmayı köken alan 490 AS hastası ve 580 sağlıklı kontrolle yapılan baĢka bir 

çalıĢma sonucunda IL-1R2 genindeki rs2302589 varyantının çalıĢma yapılan etnik 

grupta AS ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Y. Xia ve ark., 2015). 

4.2.1.1.1.4. Diğer genler 

Anthrax toxin receptor 2 (ANTXR2), runt-related transcription factor 3 

(RUNX3), interleukin-12B (IL12B) ve tumor necrosis factor receptor superfamily, 

member 1A (TNFRSF1A) bölgelerinin AS ile iliĢkili olduğu kanıtlanmıĢtır (Australo-

Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC), 2010). 2011 yılında 

yayınlanan baĢka bir çalıĢmada Han Çin populasyonununda TNFRSF1A‟deki 

rs4149577 varyantı ve  STAT3‟teki rs2293152, rs1053005 varyantları ile AS 

arasında anlamlı iliĢki bulunmuĢtur (SI. Davidson ve ark., 2011). 362 AS hastası ve 

362 sağlıklı kontrolle yapılan bir çalıĢmada ise, Th17 hücrelerinin değiĢimini uyaran 

IL23‟deki  A1188C genotipinin AS‟nin geliĢimi ve Ģiddetiyle iliĢkili olduğu tespit 

edilmiĢtir (RH. Wong ve ark., 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Copeland%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1672292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Australo-Anglo-American%20Spondyloarthritis%20Consortium%20(TASC)%5BCorporate%20Author%5D
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Literatür ıĢığı altında genom boyu bağlantı çalıĢmaları sonucu AS ile iliĢkili 

olduğu tespit edilen genlerden bir kısmı tabloda gösterilmiĢtir (FW. Tsui ve ark., 

2014) (Tablo 8). 

Tablo 8: Genom boyu bağlantı çalıĢmaları sonucu elde edilen AS ile iliĢkili genler (FW. 

Tsui ve ark., 2014). 

RUNX3 Runt-related transcription factor 3 

IL23R Interleukin 23 receptor 

ERAP1 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 

ERAP2 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 2 

IL27 Interleukin 27 

CARD9 Caspase recruitment domain family 

member 9 

IL12B Interleukin 12B 

EOMES Eomesodermin 

TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor superfamily 

member 1A 

 

4.3. Epigenetik 

Epigenetik, mutasyonlar ve polimorfizmlerin aksine DNA dizisindeki 

değiĢimlerle açıklanamayan gen ifadesindeki kalıtsal değiĢiklikler olarak tanımlanır. 

Epigenetik değiĢimler, DNA dizisinde değiĢiklik meydana getirmemeleri ve geri 

döndürülebilir olmaları nedeniyle genetik değiĢimlerden ayrılırlar. Epigenetik, aynı 

DNA‟ya sahip hücrelerin ve organizmaların nasıl farklı fenotipik değiĢikliklere sahip 

olduğunun temel açıklamalarından biridir. Memelilerde tanımlanmıĢ baĢlıca 

epigenetik değiĢiklikler DNA metilasyonu, histonlarda translasyon sonrası 

değiĢiklikler ve kromatin yapı değiĢimleri ve kodlanmayan RNA‟ların etkisiyle 
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oluĢur. Epigenetik modifikasyonların, mayoz ve mitoz bölünme yoluyla 

kalıtılabildiklerini gösteren çalıĢmalar mevcuttur (JP. Hamilton, 2011). 

 

4.3.1. DNA metilasyonu 

DNA metilasyonu, bir DNA dizisindeki sitozin nükleotidinin 5‟ karbonuna metil 

grubunun kovalent olarak bağlamasıyla meydana gelir ve insan DNA‟sındaki 

sitozinlerin yaklaĢık olarak %3‟ü metiledir (J. Newell-Price ve ark., 2000; TM. Nafee 

ve ark., 2008). Genomda sitozini takip eden guanin dinükleotitlerince zengin 

bölgelere CpG adaları denmektedir. CpG adaları tüm genlerin yaklaĢık yarısının 

promoter bölgesinde bulunur. Promoter bölgeler dıĢında CpG dinükleotidlerinin 

yaklaĢık %80‟i normal fizyolojik koĢullarda metillenmiĢ durumda bulunur (TM. 

Nafee ve ark., 2008; M. Gardiner-Garden & M. Frommer, 1987). 

DNA Metiltransferazlar (DNMTs) DNA metilasyonundan sorumlu enzim 

ailesidir. Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B olmak üzere dört 

DNMTs tanımlanmıĢtır (JK. Kim ve ark., 2009). DNMT1 yarı metillenmiĢ olan 

DNA „yı metiller bu nedenle metilasyonun devamı için önemlidir. DNMT3A ve 

DNMT3B metile olmamıĢ CpG dinükleotidlerini metilleyerek de novo (baĢtan, 

yeniden) metilasyonu sağlar. Her iki enzim geliĢimin farklı evrelerinde görev alır. 

DNMT3B erken embriyonik dönemde iĢlev görürken, DNMT3A embriyonik 

geliĢimin ilerleyen aĢamalarında görev alır (M.Okano ve ark., 1999). DNMT3A ve 

DNMT3B metil vericisi olarak S-adenosyl-L-methionine (SAM)‟i kullanırlar (MS. 

Kareta ve ark., 2006; M.Okano ve ark., 1999) (ġekil 6). 

  

 

 

 

Şekil 6: DNA metilasyonu (M.Okano ve ark., 1999). 
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Diğer DNMTs‟lara yapısal benzerlik göstermesine rağmen, DNMT1, DNMT3A 

ve DNMT3B‟nin çekirdekte lokalize olmasının aksine DNMT2 ilk olarak 

sitoplazmada lokalize olur. Bunun yanında, DNMT2, genomik metilasyonda görev 

almaz, aspartik asit transfer RNA‟yı (tRNAAsp) metiller (MG. Goll ve ark., 2006). 

4.3.1.1. DNA metilasyonu hastalık ilişkisi 

DNA metilasyonu memeli geliĢiminde X kromozom inaktivasyonu, genetik 

damgalama (imprinting), transpozon gibi genetik elementlerin sessizleĢmesi gibi 

çeĢitli kritik süreçlerde görev alır. Bunun yanında DNA metilasyonu gen 

regülasyonunda da önemli rollere sahiptir (E. Carrió & M.Suelves, 2015). Genin 

kodlayıcı bölgesinde meydana gelen metilasyon düĢüĢü (hipometilasyon) haberci 

RNA‟nın seviyesinde değiĢikliklere neden olur. Genin promoter bölgesinde bulunan 

CpG adalarında meydana gelen metilasyon artıĢı (hipermetilasyon) genin 

transkripsiyonel olarak sessizleĢmesine ve protein ifadesinin kaybolmasına neden 

olur (AP. Feinberg & B. Vogelstein 1983; JK. Kim ve ark., 2009). Pankreatik kanser 

ve DNA hipometilasyonu arasındaki iliĢkinin saptanması üzerine yapılan bir 

çalıĢmada hipometilasyonun pankreatik kanserde sıklıkla görülen epigenetik bir 

mekanizma olduğu rapor edilmiĢtir (N. Sato ve ark., 2003). Otoimmün enflamatuvar 

bir hastalık olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) için diskordant olan monozigotik 

ikizlerle yapılan bir çalıĢmada, hasta ve sağlıklı kardeĢler karĢılaĢtırılmıĢ ve hasta 

kardeĢlerde global DNA hipometilasyonu gözlenmiĢtir. Hastalık patogeneziyle 

iliĢkili olduğu düĢünülen 49 genin hasta olan ikizlerde hipometile olduğu rapor 

edilmiĢtir (BM. Javierre ve ark., 2010). BaĢka bir çalıĢmada sistemik lupus 

eritamatozuslu (SLE) hastalarda, genom boyu metilasyon analizi yapılmıĢtır. Analiz 

sonucunda, B hücrelerinde 166 CpG dinükleotit, monositlerde 97 CpG dinükleotit ve 

T hücrelerinde 1033 CpG dinükleotit metilasyonunda sağlıklı gruba göre anlamlı bir 

değiĢiklik tespit edilmiĢtir. Üç hücre tipinde de interferon genlerinde hipometilasyon 

rapor edilmiĢtir (DM. Absher ve ark., 2013). Genom boyu DNA metilasyon 

paterninin incelendiği baĢka bir SLE çalıĢmasında, hastaların CD4 (+) T hücrelerinde 

kontrollere göre 236 hipometile ve 105 hipermetile CG bölgesi tespit edilmiĢtir. 

Bunun yanında hastalarda otoimmün sistemle iliĢkili olduğu bilinen  
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Platelet-Derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA), Bone Marrow Stromal 

Cell Antigen 2 (BST2) genlerinin hipometile, T hücre olgunlaĢmasına etki eden bir 

transkripsiyon faktörü olan Runt-Related Transcription Factor 3 (RUNX3)‟ün 

hipermetile olduğu rapor edilmiĢtir (MA. Jeffries  ve ark., 2011). 

4.3.2. Histon Yapı Değişimleri 

Ökaryotlarda DNA çekirdekte kromatin olarak paketlenmiĢ halde bulunur. 

Kromatin, telomerler ve perisentrik bölgelerden oluĢan, yüksek tekrar dizileri ve 

düĢük gen içeriğine sahip sessiz heterokromatin ve çok sayıda gen içeren, 

transkripsiyonel olarak aktif ökromatin bölgelerinden oluĢur. 

Kromatinin basit yapı birimi nükleozom 147 baz uzunluğundaki DNA‟nın 

sardığı histon sekizlisindem (oktomer) oluĢur. H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarının 

herbirinin iki kopyası mononükleozomu oluĢturur. Hepsi küresel C-terminal bölge ve 

N-terminal kuyruğa sahiptir (K. Luger ve ark., 1997; H. Wu ve ark., 2015) (ġekil 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7: Histonların yapısı (H. Wu ve ark., 2015). 

 

Modifikasyonlar histonların sahip bu kuyruklar aracılığıyla sağlanır (T. 

Kouzarides, 2007; H. Wu ve ark., 2015) (ġekil 8).  

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeffries%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21436623
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Şekil 8: Histon modifikasyonları (H. Wu ve ark., 2015) (Me: Metilasyon; AC: Asetilasyon; 

Ub: Ubikitinasyon). 

Histon modifikasyonları arjininin (R) metilasyonu, lizinin (K) metilasyonu, 

asetilasyonu, ubikitinasyon ve sumolasyonu, serin (S) ve treoninin (T)  

fosforilasyonunu kapsar. Farklı histon modifikasyon enzimlerinin farklı substratları 

mevcuttur  (T. Kouzarides, 2007; H. Santos-Rosa & C. Caldas, 2005; G. Zhang & 

S. Pradhan, 2014) (Tablo 9).  

Tablo 9: Histon modifikasyonu ve sorumlu enzimler (G. Zhang & S. Pradhan, 2014). 

Modifikasyon Sorumlu Enzim Geri-Modifiye 

Eden Enzim 

Görev 

Metilasyon 

H2AR11,H2AR29 PRMT1,PRMT6  Transkripsiyonel 

baskılama 

H3K4 MLL1,MLL2,MLL3, 

MLL4,MLL5,SET1, 

SET7/9 

LSD1,Swm1,Su(var)3-

9,JHDM1b,KDM1B, 

KDM1A,KDM1C, 

KDM1D 

Transkripsiyonel 

baskılama ya da 

aktivasyon 
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H3K9 SUV39H1,SUV39H2, 

G9a, EHMT1 

LSD1,JHDM2a, 

JHDM2b,JMJD2A, 

JMJD2B,JMJD2C 

Nükleer geliĢim 

için 

heterokromatin 

çapa 

H3K27 EZH1,EZH2 UTX,JMJD3 Gen sessizleĢmesi 

Asetilasyon 

H3K4,H3K9, 

H3K36 

KAT2A,KAT2B HDAC1,HDAC2 Transkripsiyonel 

aktivasyon 

Fosforilasyon 

H2AS139 ATR,ATM,DNA-PK  DNA tamiri 

H3S10 Aurora-

B,MSK1,MSK2, 

IKK-α 

PP1 Mitoz,mayoz ve 

transkripsiyonel 

aktivasyon 

 

(PRMT, protein arginine methyltransferases; MLL, mixed-lineage leukemia protein; JMJD, Jumonji 

domain-containing protein; SET, Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trihorax domain protein; LSD, 

Lysine-spesific demethylase; JHDM, JmjC domain-containing histone demethylase; KDM, lysine (K) 

spesific demethylase; SUV39H1, suppressor of variegatio 3-9 hmolog 1; EZH, enhancer of zeste; 

IKK-α, IkB kinase α; MSK, mitogen and stress activated protein kinase; ATM, ataxia telangiectasia 

mutated; DNA-PK, DNA dependent protein kinase; UTX, ubiquitously transcribed tetratricopeptide 

repeat, X chromosome; EHMT1, euchromatic histone demethylase) 

 

4.3.2.1. Histon yapı değişimleri hastalık ilişkisi 

Histonların post translasyonel modifikasyonları dinamik enzim aileleri 

tarafından düzenlenir. Histonların asetilasyonu, histonların N terminal bölgesinde 

bulunan lizin rezidülerini modifiye eden histon asetiltransferazlar (HATs) tarafından 

katalizlenir. Bunun yanında histonların deasetilasyonu çok alt gruplu enzim aileleri 

olan histon deasetilazlar (HDACs) tarafından kontrol edilir (AJ. de Ruijter  ve ark., 

2003).  HDACs histonlardan asetil gruplarının uzaklaĢtırılmasını sağlarlar ve bunun 

sonucunda oluĢan hipoasetilasyon histonlar ve onların etrafını saran DNA arasındaki 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Ruijter%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12429021
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boĢluğun azalmasına neden olur. Bu durum, transkripsiyon faktörlerinin DNA‟ya 

bağlanmasına engel olarak etkiledikleri genin sessizleĢmesini sağlarlar (SD. Briggs 

ve ark., 2002). Histon metiltransferazlar arjinin ve lizin rezidülerine metil grubunun 

eklenmesini sağlarlar. Histon kinazlar ise serin ve treonin rezidülerini 

fosforillenmesinden sorumludurlar (SL. Berger, 2007).  

Genlerin hiperasetilasyon ve hipoasetilasyonunun çeĢitli hastalıklarla iliĢkili 

olduğu rapor edilmiĢtir. HDAC inhibitörlerinin kanser tedavisinde yararlı teröpatik 

ajan olarak kullanıldığı rapor edilmiĢtir (TY. Kim ve ark., 2006). Otoimmün bir 

hastalık olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) için hayvan modeli kullanarak 

yapılan bir çalıĢmada, trichostatin A (TSA) gibi HDAC inhibitörlerinin (HDIs) 

SLE‟nin tedavisinde kullanılabileceği gösterilmiĢtir (N. Mishra ve ark., 2006). 

Romatoid artirit (RA) hastalarının ve sağlıklı kontrollerin eklemlerinden elde edilen 

sinoviyal dokularında yapılan analiz sonucu nükleer HDAC aktivitesinin ve 

HDAC1‟in mRNA ekspresyonunun sağlıklı kontrollere göre anlamlı bir Ģekilde 

yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (T. Kawabata ve ark., 2010). Yirmi bir ankilozan 

spondilit (AS) ve otuz sekiz  sağlıklı kontrolün periferal kan mononükleer 

hücreleriyle yapılan baĢka bir çalıĢmada, HDAC/HAT aktivitesinin sağlıklı 

kontrollere göre azaldığı rapor edilmiĢtir (E. Toussirot ve ark., 2013). Romatoid 

artirit (RA) hastalarının analizinin yapıldığı baĢka bir çalıĢmada, hastalardaki HDAC 

aktivitesi sağlıklı kontrollere göre anlamlı derecede arttığı gösterilmiĢ ve bunun 

sonucunda RA‟da HDAC aktivitesinin bozulduğu ve bu durumda tedavi için hedef 

gösterilebileceği belirtilmiĢtir (J. Gillespie ve ark., 2012).  

Bu modifikasyonların önemi tam olarak anlaĢılmamıĢ olmasına rağmen, lizin 

asetilasyonu ve metilasyonunun transkripsiyonel aktivasyon ya da baskılamayla 

iliĢkili olduğu tanımlanmıĢtır (T. Kouzarides, 2007). Lizinin 

asetilasyon/deasetilasyonu kromatinin ulaĢılabilirliği ve transkripsiyonla 

bağdaĢtırılmasına rağmen lizin metilasyonunun etkisi metil gruplarının sayısına ve 

lizin kuyruklarındaki pozisyonuna göre değiĢmektedir. Örneğin, H3K9 (histon H3 

lizin 9) ve H3K27 (histon H3 lizin 27)„deki trimetilasyon heterokromatin 

modifikasyonuyla iliĢkilendirilirken, H3K4 (histon H3 lizin 4)„deki trimetilasyon, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawabata%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20609223
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H3 (histon H3) ve H4 (histon H4)„deki asetilasyon aktif trankripsiyonla ve ökromatin 

modifikasyonuyla iliĢkilendirilmiĢtir (W. Fischle ve ark., 2003; MG. Pray-Grant ve 

ark., 2005).  

Romatoid artiritin patogenezinde yer alan epigenetik faktörlerin tanımlanması 

için RA hastalarından alınan mononükleer hücrelerin kullanıldığı bir çalıĢmada, 

faktörlerin ekspresyon seviyelerinin profilini oluĢturmak üzere PCR Array yöntemi 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmanın sonucunda RA hastalarında, histon kinazlar; (AURKA, 

AURKB ve NEK6), asetiltransferazlar; (ESCO2 ve KAT2B), deasetilazlar; (HDAC1 

ve HDAC11), metiltransferazlar; (SETD6, SETDB2 ve PRMT6), demetilazlar; 

(KDM5C ve KDM6B) ve protein degredasyon–promoting ubikitin ligazlar; (DZIP3 

ve UBE2B) olmak üzere 14 adet genin ifadesinin anlamlı Ģekilde arttığı ya da 

azaldığı tespit edilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 2013). 

4.3.3. Kromatin yeniden düzenleyiciler 

Birçok durumda, kromatin modifikasyonlarının epigenetik rollleri bir kısım 

özelleĢmiĢ nükleer protein setleri tarafından arttırılır ancak bu protein setleri direk 

olarak kromatin modifikasyonuna katılmayıp epigenetik düzenlemede kritik rollere 

sahiptir. Bu kategorideki proteinlerden en önemlileri kromatin yeniden düzenleme 

bileĢkeleridir. Kromatin yeniden düzenleyiciler, ATP (adenozin trifosfat) enerjisini 

kullanan, gen ifadesini aktive etmek ya da baskılamak için histon modifiye edicilerle 

birlikte görev yapan enzim aileleridir. Bu kompleksler, bir ya da iki nükleozomu 

kaplayarak lokal kromatin yapısının değiĢmesine neden olurlar (A. Saha ve ark., 

2006; CS. Kwon & D. Wagner, 2007; JK. Kim ve ark., 2009) (ġekil 9). 

 

 

Şekil 9: Kromatin yeniden düzenleyicilerin rolü (JK. Kim ve ark., 2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985277
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985277
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Ġnsanda iyi tanımlanmıĢ kromatin yeniden düzenleme kompleksleri SWI/SNF 

(switching defective/ sucrose non-fermenting) ailesi, ISWI (imitation SWI) ailesi, 

NuRD (nucleosome remodeling and deacetylation)/Mi-2/CHD (chromodomain, 

helicase, DNA binding) ailesi ve INO80 (inositol requiring 80) ailesidir (GG. Wang 

ve ark., 2007) (Tablo 10). 

Tablo 10: Ġnsan ATP bağlı kromatin yeniden düzenleyicileri ve hücresel fonksiyonları (GG. 

Wang ve ark., 2007). 

Aile ve Kompleksler Yeniden Düzenleme 

Kompleks Alt üniteleri 

Kompleks 

Fonksiyonları 

SWI/SNF Ailesi 

BAF BRM,BRG1,SNF5/INI1, 

BAF155,BAF170,  

BAF250, BAF53, β-actin 

Tümör baskılayıcı, hücre 

döngüsünün ilerlemesi,  

DNA replikasyon, geliĢim, 

farklılaĢma, DNA hasar  

tamiri 

BRM BRM,SNF5/INI1,BAF155, 

BAF170,BAF250,BAF53, 

BAF60a 

ISWI Ailesi 

ACF/WCRF SNF2H, WCRF180/ACF1 X kromozom regülasyonu, 

kohezyon, embriyonik  

geliĢim ve farklılaĢma, 

transkripsiyonel aktivasyon 

ve represyon, replikasyon 

CHRAC SNF2H,ACF1,CHRAC17, 

CHRAC15 

RSF SNF2H,p325 

WICH SNF2H,WSTF 

NURD/Mi-2/CHD Ailesi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17822959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17822959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17822959
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NURD/Mi-2/CHD Mi2-α CHD3 ya da Mi2-β 

CHD4 ya da CHD1-2 ya da 

CHD5, 

HDAC1,HDAC2,RbAp46, 

RbAp48,MTA1,MBD2 ya da 

MBD3 

Tümör 

baskılayıcı,transkripsiyonel  

baskılama ve susturma, 

transkripsiyonel aktivasyon, 

 

INO80 Ailesi 

INO80 hINO80,Tip49a,Tip49b,BAF53a, 

Arp5,Arp8 

 

 

 (ACF, ATP-utilizing chromatin-assembly and remodeling factor; BAF, BRGI-associated factor; 

CHRAC, chromatin-accessibility factor; EBAF, ENL (a fusion partner of MLL in mixed-lineage 

leukemia)-associated BAF-containing complex; ENL, eleven-nineteen leukemia gene; MBD, methyl-

CpG-binding domain protein; PBAF, polybromo and BRGI-associated factor; RSF, remodeling and 

spacing factor; SA1, stromal antigen 1; SMC1, structural maintenance of chromosomes 1A; WICH, 

WSTF-ISWI chromatin remodeling; WSTF, Williams syndrome transcription factor ) 

 

 4.3.3.1. Kromatin yeniden düzenleyiciler hastalık ilişkisi 

      Kromatin yeniden düzenleyicilerin Ankilozan Spondilit ya da benzer diğer 

hastalıklar için rapor edilen bir çalıĢması bulunmamasına rağmen çeĢitli kanser 

türlerinde iliĢkili olduğuna dair çalıĢmalar mevcuttur.  SWI/SNF mutasyonlarının 

pankreatik kanserde %26, hepatoselüler karsinomada %40, melanomada %34, mide 

kanserinde ise %36 oranında görüldüğü belirtilmiĢtir (JA. Biegel ve ark., 2014; AH. 

Shain & JR. Pollack, 2013). 

 

4.3.4. Kodlamayan RNA’lar 

Gen ekspresyonu, genomik kararlılığın sağlanması gibi çeĢitli anahtar olaylarda 

kilit rol üstlenen kodlamayan RNA‟lar kısadan uzuna kadar çeĢitlilik gösterir (BP. 

Lewis ve ark., 2003). Kısa kodlamayan RNA‟lar; tRNA‟lar, rRNA‟lar, küçük 

nükleer RNA‟lar (snRNAs) ve küçük nükleolar RNA‟lar (snoRNAs) uzun zamandan 

beri bilinmektedirler. ÇeĢitli düzenleyici rollere sahiptirler. Örneğin U1 snRNA 

transkripsiyon aktivasyonunun düzenlenmesinde görevlidir (KY. Kwek ve ark., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewis%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14697198
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2002). Küçük kodlanmayan RNA‟lar daha büyük RNA öncül moleküllerinden elde 

edilirler.  

MikroRNA‟lar (miRNAs), kısa interfering RNA‟lar (siRNAs), PIWI-interacting 

RNA‟lar (piRNAs) ve repeat-associated RNA‟lar (rasiRNAs) bu gruba dahildirler 

(TA. Farazi ve ark., 2008). 

En çok çalıĢılmıĢ olan kodlanmayan RNA‟lar mikro RNA (miRNA)„lardır. Son 

zamanlarda post-transkripsiyonel düzenleyiciler olarak incelenmeye alınmıĢlardır. 

Bu kısa (19-22 nükleotid uzunluğunda), endojen, tek zincirli, kodlanmayan RNA‟lar 

genlerin yaklaĢık %30„unu düzenler (BP. Lewis ve ark., 2003). miRNA'lar birçok 

genin ifadesini post transkripsiyonel aĢamada translasyonu baskılayarak ya da RNA 

interfering silencing bileĢkesi (RISC) ile direk olarak mRNA degradasyonunu 

indükleyerek düzenleyen, kodlama yapmayan RNA molekülleridir. miRNA‟lar gen 

susturulmasında hedef aldığı mRNA‟nın translasyonel etkinliği ya da stabilitesini 

düzenler. miRNA‟nın hedef dizi üzerindeki etkisi miRNA ve mRNA arasındaki baz 

eĢleĢmesinin oranına bağlıdır. Tam eĢleĢmenin olmadığı durumlarda miRNA, 

mRNA‟nın translasyonunu baskılarken; eĢleĢmenin tam olduğu durumlarda ise 

miRNA, mRNA‟nın kesimi ve yıkımını gerçekleĢtirir (R. Benetti ve ark., 2008 ; S. 

Yan ve ark., 2014) (ġekil 10). 

SiRNA‟lar miRNA‟larla benzer uzunluktadır ancak miRNA‟lardan farklı olarak 

çift zincirli RNA‟lardan elde edilirler. piRNA‟lar 22-33 nükleotit uzunluğundaki 

RNA‟lardır ve tek zincirli öncül moleküllerden elde edilirler (CD.Malone & 

GJ. Hannon, 2009). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewis%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14697198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24999310
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Şekil 10: miRNA olgunlaĢma yolağı; miRNA biyojenezi RNA polimeraz II tarafından 

çekirdekte baĢlar. Transkripsiyon ürünleri farklı boylardaki hairpin yapıdaki pri-miRNA‟ları 

oluĢturur. OluĢan pri-miRNA‟lar RNase III enzim Drosha ve dsRNA binding domain protein 

DiGeorge Syndrome critical region 8 (DGCR8)‟in oluĢturduğu kompleksle 70-120 baz 

uzunluğundaki öncül miRNA‟lara (pre-miRNA) dönüĢtürülür. Pre-miRNA‟lar exportin 

5  (XPO5) ile sitoplazmaya taĢınır. Pre-miRNA'lar sitoplazmada Dicer adlı endonükleaz ile 

etkileĢerek olgun miRNA'ya dönüĢürler  (S. Yan ve ark., 2014). 

 

4.3.4.1. Kodlamayan RNA’lar hastalık ilişkisi 

Kodlamayan RNA‟ların birçok patolojiyle iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. 

ÇeĢitli hastalıklarda normal olmayan miRNA ekspresyonu tanımlanmıĢtır. Örneğin 

prostat kanserli hastalarda miR-223-3p‟nin up-regüle olduğu rapor edilmiĢtir (Y. Wei 

ve ark., 2014). Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar miRNA‟ların dolaĢımda tespit 

edilebilir olduğunu ve bu nedenle biyobelirteç olarak kullanılabileceklerini 

göstermiĢtir. SLE, RA ve sağlıklı kontrollerin kullanıldığı bir çalıĢmada miR-21, 

miR-451, miR-223 ve miR-16‟nın SLE hastalarında up-regüle olduğu aynı zamanda 

RA hastalarında da ekspresyonlarının anlamlı bir Ģekilde arttığı tespit edilmiĢtir. Bu 

miRNA‟ların aksine miR-125a-3p, miR-155 ve miR-146a‟nın ekspresyonlarının SLE 

hastalarında azaldığı rapor edilmiĢtir (H. Wang ve ark., 2012). Romatoid artiritli 

hastalarla yapılan bir çalıĢmada, hastaların kan mononükleer  hücrelerinde miR-146a, 

miR-155, miR-132, miR-16‟nın ekspresyon seviyelerinin sağlıklı bireylere göre 

artmıĢ olduğu rapor edilmiĢtir (KM. Pauley ve ark., 2008). Romatoid artiritli 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24999310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pauley%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18759964
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hastalarda yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, miR-24 and miR-125a-5p‟nin ekspresyon 

seviyeleri sağlıklı bireylere göre yüksek bulunmuĢ ve bu miRNA‟ların hastalık 

tanısında kullanılabileceği düĢünülmüĢtür (K. Murata ve ark., 2013). SLE 

hastalarının katıldığı bir çalıĢmada, hastalarda B hücrelerinin büyümesi, aktivasyonu 

ve proliferasyonunda görev alan  Early B cell factor 1 (EBF1)„i hedef alan mir-

1246‟nın ekspresyonunun sağlıklı bireylere göre anlamlı ölçüde azalmıĢ olduğu rapor 

edilmiĢtir (S. Luo ve ark., 2015). 5 AS hastası ve 5 sağlıklı kontrolün katıldığı bir 

çalıĢmada miR-16, miR-221 ve let-7i‟nin AS hastalarının T hücrelerinde sağlıklı 

kontrollere göre yüksek ekspresyonu tespit edilmiĢtir (NS. Lai ve ark., 2013). 

Tüm bu literatür ıĢığı altında, AS için diskordant monozigotik ikizlerle ve 

radyolojik olarak ağır-hafif (hasta) ayrımı sağlanmıĢ bireylerle yapılan çalıĢmada 

elde edilen sonuçlar göz önüne alınarak, daha büyük bir grupta yapılan çalıĢma için, 

artirit geliĢimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iliĢkisi olduğu rapor edilen 

epigenetik modifiye edicilerin ekspresyonlarındaki değiĢikliklerin, hastalığın tanı ve 

seyriyle iliĢkisinin ortaya konması, tanıda belirteç olarak kullanılabilecek AS'ye özgü 

kodlayıcı bölgelerin tanımlanması amaçlanmıĢtır.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23874885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23607629
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1. Çalışma Grubu 

ÇalıĢma grubuna ait bireyler 5 Eylül 2014 tarihli 09. 2014. 0170 protokol kodlu 

Marmara Üniversitesi Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu onayının ardından, Marmara 

Üniversitesi Romatoloji Kliniği‟nde takip edilen AS tanısı almıĢ hastalardan 

toplanmaya baĢlanmıĢtır. Hastalardan yazılı ve sözlü aydınlatılmıĢ onam varlığında 

rutin tetkikleri sırasında periferal kan örnekleri Norgen Blood RNA Preservative 

tüplere alınmıĢtır. 

ÇalıĢmaya, Marmara Üniversitesi Romatoloji Kliniği‟nde 2012 yılından itibaren 

takip edilen AS tanısı almıĢ spondiloartropati grubu hastalık (reaktif artirit, psöriyatik 

artirit, enflamatuar barsak hastalığı vb) için tanı almamıĢ ve sistemik enflamatuar 

hastalığı olmadığı bilinen, 1 çift diskordant monozigotik ikiz ve radyolojik 

skorlamayla elde edilen klinik verilere göre 2 ağır hasta ve 2 hafif hasta dahil 

edilmiĢtir. Hasta olan ikiz kardeĢ radyolojik skoruna göre hafif hasta olarak 

tanımlanmıĢtır. Hastaların klinik olarak ağır ve hafif seyirli AS olarak 

sınıflandırılmasında servikal ve lumbosakral vertebraların iki yönlü düz grafi 

görüntülemelerinin yorumlanmasına dayanan MSASSS (Modified Stoke Ankylosing 

Spondylitis Spine Score) ve RASSS (Radiographic Ankylosing Spondylitis 

SpineScore) puanlama araçları kullanılmıĢtır (MC. Creemers ve ark., 2005). Sağlıklı 

ikiz kardeĢ kontrol olarak kullanılmıĢtır.  

5.2. Kullanılan Aletler  

Buzdolabı, Arçelik (Türkiye) 

Derin Dondurucu -80 °C Thermo (A.B.D) 

Derin Dondurucu -20 °C Bosch (Almanya) 

Etüv, Heraeus (Almanya) 

Kırık Buz Makinası, Scotsman (A.B.D.) 
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Mikrosantrifüj, IEC Micro-MB (A.B.D.) 

Mikrosantrifüj, Heraeus Biofuge® B (Almanya)  

Otoklav, All American (A.B.D) 

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa) 

Vorteks, Elektro-Mag (Türkiye) 

Isı Bloğu, Techne DB-ZA (Ġngiltere) 

Isı Döngü Cihazı, Techne (Ġngiltere) 

Biyolojik Güvenlik Kabini (A.B.D) 

Soğutmalı Santrifüj IEC, MP4R (A.B.D.) 

Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen (A.B.D.)  

BioRad CFX Connect Real Time System, (A.B.D.)  

5.3. Kullanılan Sarf Malzemeleri 

Falkon Tüp 50 mL, TPP (Ġsviçre)  

Falkon Tüp 15 mL, TPP (Ġsviçre) 

Ependorf Tüp 1,5 mL, Axygen (A.B.D.) 

Ependorf Tüp 2,0 mL, Axygen (A.B.D.) 

Mikropipet Uçları (Mavi, Sarı, Beyaz), Axygen (A.B.D.) 

Filtreli Mikropipet Uçları (Mavi, Sarı, Beyaz), Axygen (A.B.D.) 

Ependorf Tüp 0,5 µL, Axygen (A.B.D.) 

Norgen Blood RNA Preservative Tüp, (Kanada) 

Norgen Blood RNA Purification Kit, (Kanada) 
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GeneOn Gmb First Strand cDNA PLUS Synthesis Kit, (UK) 

Ankylosing Spondylitis Gene Expression Panel (probes, primers, reference genes, 

PCR master mix, plates), Biospeedy (Türkiye) 

Qubit RNA HS Assay Kit, Life Technologies, (A.B.D.) 

5.4. Kullanılan Kimyasallar 

Etanol, Merck, (Almanya) 

Β-merkaptoetanol, Sigma, (A.B.D.) 

One-Fusion DNA Polimeraz Enzim Seti, Gene On, (UK) 

dNTP Set, GeneOn, (UK) 

Primerler,  Integrated DNA Technologies, (A.B.D.) 

Eva Green Boyası 20X, Biotium, (Hayward CA) 

Moleküler Biyoloji Sınıf Saf Su, Applichem, (A.B.D.) 

PBS, Applichem, (A.B.D.) 

RNAz free su, Sigma, (A.B.D.) 

5.5.Kullanılan Primerler 

Primerler liyofilize formda alınıp steril distile su ile sulandırılarak ana stok 

oluĢturulmuĢ ve -20°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

5.6.Kullanılan Çözeltiler 

ÇalıĢmada aĢağıdaki çözeltiler kullanılmıĢtır. 

5.6.1.Kandan RNA izolasyonu 

Yıkama tamponu 

Kitte sağlanan Wash Buffer 

50 ml %100 etanol (EtOH) eklendi. 

Resüspansiyon Tamponu 
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4 ml tampon için 40 ml B-merkaptoetanol eklendi. 

5.6.2. cDNA sentezi 

Reaksiyon tamponu (5X) 

Ġkiyüzelli mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl2, 50 mM DTT içeren 

reaksiyon tamponu GeneOn Gmb First Strand cDNA PLUS Synthesis Kit (UK) seti 

ile temin edilmiĢtir. 

5.6.3. Gerçek zamanlı kantitatif PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyou) ile 

ekspresyon ölçümü 

Reaksiyon tamponu (2,5X) 

One-Fusion DNA Polimeraz Enzim Seti, Gene On (UK) ile temin edilmiĢtir. 

10mM  dNTP 

Her biri 100 mM olan dATP, dTTP, dCTP, dGTP solüsyonlarından 10‟ar µl alınarak 

karıĢtırıldı ve üzerine 60 µl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

Primerler 

Ġkiyüz pmol primer stoklarından hazırlanan 10 pmol/µl konsantrasyonundaki 

çözeltiler kullanılmıĢtır. 

5.7.  Periferal Kan Örneklerinden RNA İzolasyonu 

Hastaların periferal kan örneklerinden RNA izolasyonu Norgen Blood RNA 

Purification Kit kullanılarak üretici firma yönergeleri doğrultusunda yapıldı. 

i. Yıkama tamponuna 50 mililitre (ml) %100 etanol (EtOH), resüspansiyon 

tampona 4 ml için 40 ml B-merkaptoetanol eklendi. 

ii. Hastaların Norgen Blood RNA Preservative Tüp içinde bulunan periferal kan 

örneklerinden 8 ml alındı ve üzerine 1 ml PBS eklenerek 9 ml‟ye 

tamamlandı. 
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iii. PBS ile karıĢtırılan kan örnekleri 50 ml‟lik falkon tüplere aktarıldı. 

iv. Falkon tüplere 1,5 ml RNA Ekstraksiyon Tampon A ve 1,5 ml RNA 

Ekstraksiyon Tampon B eklendi. 

v. Tüpler maksimum hızda 30 saniye vortekslendi ve karıĢması sağlandı. 

vi. Örnekler hızlı bir Ģekilde -20°C„ye kaldırılarak 10 dakika inkübasyona 

bırakıldı. 

vii. Ġnkübasyonun ardından örnekler 4°C„de 5000 g‟de 30 dakika santrifüjlendi. 

viii. Santrifüjün ardından supernatant atıldı ve tüpler ters çevrilerek pelletin 

kuruması için2 dakika beklendi. 

ix. Kuruyan pelletlerin üzerine 570 µl Resüspansiyon Tamponu eklenerek RNA 

pelletinin tekrar süspansiyon hale gelebilmesi için vortekslendi. 

x. Örneklerin üzerine 330 µl %100 EtOH eklenerek tekrar vortekslenerek 

karıĢması sağlandı. 

xi. Kit içerisinde bulunan toplama tüpleri ve filtreler birleĢtirilerek lizattan 450 

µl filtre üzerine eklendi ve 14.000 g‟de 1 dakika santrifüjlenerek RNA‟nın 

filtreye bağlanması ve diğer maddelerin sıvı fazda kalması sağlandı. Toplama 

tüplerinde kalan sıvılar atıldı. 

xii. 11. basamaktaki iĢlem lizatın tamamının filtrelerden geçmesini sağlamak 

üzere 2 defa daha tekrar edildi. 

xiii. Filtre üzerine 400 µl yıkama tamponu eklendi, 14.000 g‟de 1 dakika 

santrifüjlenerek kontaminantlar uzaklaĢtırıldı. 

xiv. Filtre üzerine 400 µl yıkama tamponu eklendi, 14.000 g‟de 1 dakika 

santrifüjlenerek kontaminantlar uzaklaĢtırıldı. 

xv. Filtre üzerine 400 µl yıkama tamponu eklendi, 14.000 g‟de 1 dakika 

santrifüjlenerek kontaminantlar uzaklaĢtırıldı. 
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xvi. 14.000 g‟de 2 dakika santrifüjlenerek filtrenin kuruması sağlandı. 

xvii. Yeni toplama tüpüne alınan filtreye 150 µl Elüsyon Tamponu eklendi. 200 

g‟de 2 dakika santrifijün ardından 14.000 g‟de 1 dakika daha santrifüj 

yapılarak filtreye bağlanan RNA‟nın elüsyon tamponu içerisinde toplanması 

sağlandı. 

xviii. Elde edilen RNA‟lardan 3 µl RNA stoğu ve 7 µl dH2O ile bir karıĢım 

hazırlanarak ekspresyon çalıĢması öncesi DNA kontaminasyonun kontrolü 

için negatif kontroller oluĢturuldu. 

xix. Geri kalan RNA‟lar -80°C‟de saklandı. 

5.8. RNA Kantitasyonu 

      Ġzolasyon sonucu elde edilen RNA‟ların konsantrasyonu Qubit RNA HS Assay 

Kit ve Qubit 2.0 Fluorometer yardımıyla ölçüldü. Ölçüm için 2 standart hazırlandı. 

Her standart ve örnek için çalıĢma solüsyonu; total hacim 200 µl olmak üzere, 

Qubit® RNA HS Reagent‟ın Qubit® RNA HS Buffer içinde 1:200 seyreltilmesiyle 

hazırlandı. Bu iĢlemin ardından hazırlanan solüsyondan 190 µl ve kit içerisinde 

bulunan standart #1‟den 10 µl olmak üzere 0,5 ml‟lik tüplere konuldu. KarıĢım 

vortekslendikten sonra 1 dakika inkübasyonun ardından standart ölçümü yapıldı. 

Aynı iĢlem standart #2 için de gerçekleĢtirildi. Cihaz bu ölçümleri kullanarak 

standart bir eğri çizdi. Ardından örneklerin ölçümüne geçildi. Hazırlanan çalıĢma 

solüsyonundan 199 µl ve izole edilen RNA‟lardan 1 µl 0,5‟lik tüplere konuldu. 

Vortekslendikten sonra 1 dakika inkübe edilen örneklerin ölçümü gerçekleĢtirildi. 

Ölçüm sonuçları not edildi. 
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5.9. RNA’dan cDNA Sentezi 

cDNA sentezi, RNA stok solüsyonundan 6 µl (3 ng-50 ng) alınarak, GeneOn 

Gmb First Strand cDNA PLUS Synthesis Kit içerisinde bulunan kimyasallar ile 

üretici firma yönergeleri doğrultusunda gerçekleĢtirildi. 

6 µl RNA üzerine 2 µl oligo dT eklendi ve 70°C‟de 10 dakika ısısal döngüleyici 

(Thermal Cycler) cihazında bekletildi. Bekleme sırasında her bir örnek için aĢağıdaki 

reaksiyon içeriği hazırlandı (Tablo 11). 

 Tablo 11: cDNA sentezi için hazırlanan 2. karıĢım. 

5X Reaksiyon 

Tamponu 

dNTP Mix Reverse 

Transkriptaz 

RNAz Free Su 

4 µl 1 µl 1 µl 6 µl 

Toplam Hacim 20 µl‟ye tamamlandı. 

 

       Hazırlanan 2. karıĢım tüplere eklendikten sonra ısısal döngü cihazında sırasıyla 

45°C‟de 1 saat ve enzimin inaktif olabilmesi için 65°C‟de 10 dakika bekletildi. Elde 

edilen cDNA örnekleri -20°C‟de saklandı. 

5.10. RNA Ekspresyonunun Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR Reaksiyonu İle 

İncelenmesi (PCR Array) 

Gerçek zamanlı kantitatif PZR (gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu) 

olarak bilinen kantitatif PZR nükleik asitlerin çoğalması için kullanılan güçlü bir 

yöntemdir. Sistemdeki anahtar, çoğalma sırasında floresan boyalarla çoğalmanın 

gerçek zamanlı takibine olanak sağlamasıdır. Eva Green bu boyalardan biridir. Çift 

iplikli DNA‟ya bağlanarak ıĢıma verir. Çoğalma sırasında primerlerin bağlanmasının 

ardından geçilen uzama evresinde DNA‟ya bağlanan Eva Green miktarı artar ve 

bunun sonucu olarak yayılan floresan miktarı artar. SYBR Green gibi boyaların 

aksine, Eva Green‟le yapılan çalıĢmalarda daha düĢük PZR inhibisyonu ve boyadan 
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kaynaklı meydana gelen spesifik olmayan çoğalmanın nispeten daha düĢük olduğu 

tespit edilmiĢtir (F. Sang & J. Ren, 2006; F. Mao ve ark., 2007). 

Eva Green boyasından alınan ıĢımanın bir eĢik değeri vardır. IĢımanın eĢik 

değerinin aĢıldığı noktaya Ct (cycle threshold) ya da Cp (crossing point) değeri denir. 

EĢik değerinin aĢıldığı an DNA‟nın çoğaldığından emin olunmaktadır. Ancak eĢik 

değerinin aĢıldığı istenilen bölgenin çoğaldığının kanıtı olmadığından çoğalan 

bölgenin erime sıcaklığı incelenmelidir. Çift iplikli DNA‟nın %50‟sinin denatüre 

olduğu sıcaklık erime sıcaklığı adını alır. Erime sıcaklığı DNA‟nın uzunluğuna ve 

baz içeriğine bağlı olarak değiĢir. Bu yöntemde PZR ile çoğaltılan DNA dizisinin 

erime sıcaklığı görüntülenebilmektedir. Benzer sıcaklık aralarından alınan pikler 

istenilen DNA dizisinin çoğaldığı anlamına gelmektedir.  

Gerçek zamanlı kantitatif PZR ile, belirli koĢullar altında, hastadan hastaya, 

dokudan dokuya, hücreden hücreye ekspresyonu değiĢmeyen bir „‟housekeeping‟‟ 

gen ekspresyonunun hedef gen ekspresyonuyla kıyaslanmasına dayanan göreceli 

kantitasyon yöntemiyle inceleme sağlanabilmektedir (EM. Glare ve ark., 2002). Bu 

yönteme delta delta Ct yöntemi denir. Yöntem aĢağıdaki formüle dayalı kantitasyon 

yapar. 

R = (E hedef)
ΔCphedef (kontrol-örnek) 

(E referans)
ΔCpreferans (kontrol-örnek) 

Formüldeki oran (R) hedef gen ekspresyonun kontrole oranını, E; verimliliği 

(efficiency), ΔCP ise Ct değerlerinin farkını temsil etmektedir. Hedef gen ve referans 

genin verimlilikleri birbirlerine eĢit ve 2 kabul edildiğinde hesaplamaların yapılacağı 

formül aĢağıdaki gibi olmaktadır. 

R = 2
-(ΔCP örnek – ΔCP kontrol) 

R = 2
-ΔΔCP 

Reaksiyon Gene On One-Fusion DNA Polimeraz Enzim Seti içerisinde bulunan 

kimyasallar, Eva Green Boyası, Integrated DNA Technologies firması tarafından 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glare%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12200519
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sentezlenen primerler ve dNTP mix kullanılarak BioRad CFX Connect Real Time 

System cihazında satıcı firma yönergelerine uygun olarak gerçekleĢtirildi. Reaksiyon 

her bir gen için aĢağıdaki gibi hazırlandı (Tablo 12).  

 

 

Tablo 12: Her bir örnek için hazırlanan PZR içeriği. 

dH2O Eva 

Green 

Buffer dNTP 

KarıĢımı 

Forward 

Primer 

Reverse 

Primer 

Enzim Template 

2,3 µl 0,4 µl 4 µl 0,2 µl 0,5 µl 0,5 µl 0,1 µl 2 µl 

Toplam Hacim 10 µl 

 

Reaksiyonda kullanılan primer ve kodları Tablo 13 „de verilmiĢtir. Parantez 

içindeki sayılar primer kodlarını temsil etmektedir. Primerler Primer3 yazılımı 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ EriĢim tarihi: 15 Eylül 2015) kullanılarak 

tasarlandı. Tasarlanan primerlerin kontrolleri Primer Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ EriĢim tarihi: 15 Eylül 2015) ile 

yapıldı. Bilgisayar ortamında kontrol edilen primerlerin çalıĢıp çalıĢmadığı reaksiyon 

ile kontrol edildi.  

 Tablo 13: PZR reaksiyonunda kullanılan primer ve kodlar. 

Kromatin Yeniden Düzenleme Kompleksleri 

Metil-CpG DNA‟ya Bağlanan Proteinler 

MBD4-

F-R 

(15) 

MBD3-

F-R 

(70) 

MECP2-F-

R 

(56) 

     

CCCTC – Bağlanma Faktörü 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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CTCF-F-

R 

(43) 

       

Kromatin Modifiye Edici Enzimler 

Histon Fosforilasyon 

AURKA-

F-R 

(1) 

AURKC

-F-R 

(16) 

AURKC-

F-R 

(25) 

 

NEK6 F-R 

(39) 

PAK1-F-

R 

(52) 

RPS6KA

3-F-R 

(66) 

RPS6KA

5-F-R 

(11) 

 

DNA Metiltransferazlar 

DNMT1-

F-R 

(57) 

DNMT3

B-F-R 

(30) 

DNMT3A-

F-R 

(44) 

      

        

Histon Asetiltransferazlar 

ATF2-F-

R 

(71) 

CDYL-

F-R 

(2) 

CIITA-F-R 

(17) 

CSRP2BP-

F-R 

(31) 

ESCO1-

F-R 

(45) 

ESCO2-

F-R 

(58) 

HAT1-F-

R 

(72) 

KAT2A-

F-R 

(3) 

KAT2B-

F-R 

(18) 

KAT5-F-

R 

(32) 

MYST1-F-

R 

(46) 

MYST2-F-

R 

(59) 

MYST3-

F-R 

(73) 

MYST4-

F-R 

(4) 

NCOA1-

F-R 

(19) 

NCOA3-

F-R 

(33) 

NCOA6-

F-R 

(47) 

 

       

Histon Metiltransferazlar 

CARM1-

F-R 

(74) 

DOT1L-

F-R 

(5) 

EHMT2-F-

R 

(20) 

PRMT1-F-

R 

(48) 

PRMT2-

F-R 

(61) 

PRMT3-

F-R 

(75) 

 

PRMT5-

F-R 

(6) 

 

PRMT6-

F-R 

(21) 
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PRMT7-

F-R 

(35) 

 

PRMT8-

F-R 

(49) 

 

SETDB2-

F-R 

(62) 

SMYD3-

F-R 

(76) 

SUV39H

1-F-R 

(7) 

MLL3-F-

R 

(36) 

MLL5-F-

R 

(50) 

 

MLL-F-R 

(34) 

 

SET Domain Proteinleri (Histon Metiltransferaz Aktivitesi) 

ASH1L-

F-R 

(22) 

NSD1-F-

R 

(63) 

SETD1A-

F-R 

(77) 

SETD1B-

F-R 

(8) 

SETD2-

F-R 

(23) 

SETD3-

F-R 

(37) 

SETD4-

F-R 

(51) 

 

SETD5-

F-R 

(64) 

 

SETD6-

F-R 

(78) 

 

SETD7-

F-R 

(9) 

 

SETD8-F-

R 

(24) 

 

SETDB1-

F-R 

(38) 

SUV420

H1-F-R 

(65) 

WHSC1-

F-R 

(10) 

  

DNA&Histon Demetilazlar 

KDM5A-

F-R 

(60) 

KDM5B

-F-R 

(26) 

 

KDM5C-

F-R 

(40) 

 

KDM4A-

F-R 

(53) 

 

KDM4C-

F-R 

(67) 

 

KDM6B-

F-R 

(12) 

 

MBD2-

F-R 

(27) 

 

Histon Deasetilazlar 

HDAC1-

F-R 

(41) 

HDAC2-

F-R 

(54) 

HDAC3-F-

R 

(68) 

 

HDAC4-F-

R 

(13) 

 

HDAC5-

F-R 

(28) 

 

 

HDAC6-

F-R 

(42) 

 

HDAC7-

F-R 

(55) 

 

HDAC8-

F-R 

(69) 

 

HDAC9-

F-R 

(14) 

 

HDAC1

1-F-R 

(29) 

 

      

 

Örnekler analiz edilmeden önce negatif kontroller (RNA izolasyonundan sonra 

seyreltilmiĢ örnekler) ve pozitif kontroller (cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢ örnekler) 
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sırasıyla RNA izolasyonu sırasında DNA kontaminasyonu olup olmadığını ve cDNA 

sentezinin gerçekleĢip gerçekleĢmediğini gözlemlemek amacıyla çalıĢıldı. Kontroller 

için kurulan reaksiyon tablo 11‟de verilen içeriğe uygun olarak hazırlandı. 

ÇalıĢma sırasında „‟housekeeping‟‟ gen olarak bilinen GAPDH (80 numaralı 

gen) (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) kullanıldı (RD. Barber ve ark., 

2005).  

 

PZR protokolü ve döngü koĢulları aĢağıdaki gibidir (ġekil 11)(Tablo 14). 

 

 

Şekil 11: Gerçek Zamanlı PZR protokolü. 

Tablo 14: Gerçek Zamanlı PZR döngü koĢulları. 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

95 10 dakika  
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Denatürasyon 95 15 saniye 40 döngü 

Primerlerin 

Bağlanması 

60 10 saniye 

Uzama 72* 30 saniye 

Erime Eğrisi 

(Melting Curve) 

95 5 saniye  

 70** 1 saniye  

 95** 5 saniye  

Soğuma 40 30 saniye  

 

*Uzama evresinin sonunda floresan sinyal ölçülür. 

**Her 1 saniyede 0,5°C artış göstererek 70°C’den 95°C’ye çıkılır, floresan sinyal ölçülür.  
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6. BULGULAR 

6.1. RNA Konsantrasyon Sonuçları 

BeĢ hasta ve bir sağlıklı bireyin periferal kanlarından izole edilen RNA 

konsantrasyonları deneylerde kullanılabilir aralıktadır. Konsantrasyon değerleri 

aĢağıdaki tabloda verilmiĢtir (Tablo 15). 

Tablo 15: Örneklerin RNA konsantrasyon sonuçları. 

Örnek RNA Konsantrasyonu ng/µl 

1 4,62 ng/µl 

2 1,15 ng/µl 

3 0,575 ng/µl 

4 2,2 ng/µl 

5 6,91 ng/µl 

6 1,67 ng/µl 

 

6.2. Primer Doğrulaması 

      Primerlerin çalıĢıp çalıĢmadıkları bilgisayar ortamında doğrulandıktan sonra, 

genomik DNA kullanılarak kurulan reaksiyon ile denenmiĢtir. Genomik DNA 

kullanılarak primer doğrulama iĢlemi bazı primer çiftleri için iki defa tekrarlanmıĢtır. 

Elde edilen pikler ve sonuçlar tüm primerlerin çalıĢtığını göstermiĢtir (ġekil 12). 
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Şekil 12: Primer doğrulaması. 

6.3. Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR Sonuçları 

Periferal kan örneklerinden elde edilen RNA‟lar cDNA‟ya çevrildikten sonra 

gerçek zamanlı kantitatif PZR ile analiz edilerek göreceli kantitasyon yöntemiyle 

değerlendirildi.  

Tüm gen bölgeleri ve hastalar incelenmeden önce negatif kontrol ve pozitif 

kontrollerle yapılan analiz RNA izolasyonu sırasında DNA kontaminasyonu 

olmadığını ve aynı zamana cDNA‟ların baĢarıyla elde edildiğini göstermiĢtir (ġekil 

13). 

 

Şekil 13: Negatif ve pozitif kontrollerin erime sıcaklığı eğrisi ve pikleri. 

Negatif ve pozitif kontrollerden elde edilen sonuçlardan sonra, beĢ hasta ve bir 

sağlıklı bireyin (ikiz AS) analizi yapıldı. Housekeeping olarak kullanılan GAPDH ile 

normalizasyon yapıldı. 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak elde edilen ekspresyon 

düzeyleri ile üç farklı analiz yapıldı. Ġlk analizde sağlıklı ikiz ve hasta ikiz (hafif 
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hasta) karĢılaĢtırıldı (Tablo 16). Ġkinci analizde hastalar ve sağlıklı ikiz karĢılaĢtırıldı 

(Tablo 17 ve Tablo 18).  Son analizde ise ağır hastalar ile hafif hastalar karĢılaĢtırıldı 

(Tablo 19). Hastalara ait erime eğrileri ve pikleri aĢağıda gösterilmiĢtir (ġekil 14). 

Tablo 16: Hasta ve sağlıklı ikizin 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak elde edilen ekspresyon 

düzeyleri (80 numaralı hedef housekeeping gen). 

 

Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt 

1 1,42  21 2,03  41 1,24  61 1,53  

2 1,58  22 1,09  42 1,62  62 1,15  

3 0,79  23 1,87  43 1,49  63 1,69  

4 1,07  24 1,19  44 1,18  64 1,44  

5 1,74  25 1,03  45 1,28  65 3,72  

6 0,70  26 1,18  46 1,19  66 1,54  

7 1,20  27 1,11  47 1,07  67 1,10  

8 -  28 0,74  48 -  68 0,95  

9 2,01  29 1,36  49 1,44  69 1,89  

10 1,00  30 1,16  50 0,71  70 1,42  

11 0,53  31 1,31  51 1,64  71 1,69  

12 0,17  32 1,14  52 1,40  72 0,95  

13 1,51  33 2,20  53 1,37  73 1,01  

14 1,52  34 0,42  54 1,21  74 -  
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15 1,77  35 1,26  55 1,43  75 0,37  

16 1,07  36 1,74  56 0,94  76 0,34  

17 1,33  37 1,14  57 0,48  77 0,82  

18 2,28  38 -  58 0,70  78 0,98  

19 1,18  39 0,34  59 1,38  80 1,00  

20 0,84  40 1,03  60 1,89    

 

Tablo 17: Ağır hastalar ve sağlıklı ikizin 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak elde edilen 

ekspresyon düzeyleri (80 numaralı hedef housekeeping gen)(Ağır hastaların ortalama Ct 

değerleri baz alınarak hesaplanmıĢtır). 

 

Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef Gen 2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt 

1 1,46 21 4,53 41 0,48 61 0,80 

2 1,19 22 1,38 42 0,68 62 0,41 

3 - 23 0,89 43 0,09 63 1,59 

4 0,95 24 1,20 44 0,25 64 1,02 

5 0,68 25 1,92 45 1,31 65 - 

6 - 26 0,15 46 0,79 66 0,10 

7 - 27 0,49 47 0,47 67 0,70 

8 - 28 1,40 48 - 68 0,20 

9 - 29 1,04 49 2,86 69 1,38 
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10 1,13 30 2,25 50 0,20 70 2,79 

11 - 31 1,62 51 1,48 71 0,74 

12 0,03 32 1,32 52 0,53 72 0,64 

13 0,57 33 0,76 53 2,06 73 2,15 

14 1,34 34 1,00 54 0,62 74 - 

15 0,33 35 1,73 55 0,83 75 11,17 

16 1,63 36 1,08 56 1,21 76 1,93 

17 1,68 37 1,54 57 1,05 77 1,41 

18 0,62 38 - 58 0,47 78 1,75 

19 0,19 39 0,17 59 1,74 80 1,00 

20 0,32 40 - 60 0,26   

 

Tablo 18: Hafif hastalar ve sağlıklı ikizin 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak elde edilen 

ekspresyon düzeyleri (80 numaralı hedef housekeeping gen)(Hafif hastaların ortalama Ct 

değerleri baz alınarak hesaplanmıĢtır). 

 

Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef Gen 2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt 

1 3,66 21 12,93 41 0,47 61 1,06 

2 2,75 22 3,82 42 1,24 62 1,47 

3 - 23 2,1 43 0,35 63 6,67 

4 1,75 24 3,41 44 1,63 64 2,06 
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5 3,43 25 5,24 45 3,85 65 - 

6 - 26 1,27 46 1,03 66 0,64 

7 - 27 0,73 47 1,47 67 1,37 

8 - 28 2,38 48 - 68 0,42 

9 - 29 6,13 49 7,66 69 5,08 

10 3,84 30 4,63 50 0,44 70 5,7 

11 - 31 4,16 51 1,76 71 1,12 

12 0,01 32 2,53 52 0,54 72 1,9 

13 0,72 33 1,5 53 5,76 73 3,64 

14 4,64 34 1,69 54 0,53 74 - 

15 0,81 35 3,26 55 0,72 75 3,18 

16 3,29 36 2,4 56 3,02 76 3,82 

17 3,81 37 3,08 57 1,61 77 2,41 

18 1,05 38 - 58 1,75 78 2 

19 0,92 39 0,37 59 3,72 80 1 

20 1,09 

 

40 - 60 0,81   
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Tablo 19: Ağır hastalar ve hafif hastaların 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak elde edilen 

ekspresyon düzeyleri (80 numaralı hedef housekeeping gen)(Ağır ve hafif hastaların 

ortalama Ct değerleri baz alınarak hesaplanmıĢtır). 

 

Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt Hedef 

Gen 

2ˉΔΔCt 

1 2,51 21 0,35 41 1,03 61 0,75 

2 0,43 22 0,36 42 0,55 62 0,28 

3 0,62 23 0,42 43 0,26 63 0,24 

4 0,54 24 0,35 44 0,15 64 0,5 

5 0,2 25 0,37 45 0,34 65 0,25 

6 - 26 0,12 46 0,77 66 0,07 

7 0,19 27 0,66 47 0,32 67 0,51 

8 - 28 0,59 48 - 68 0,48 

9 1,32 29 0,17 49 0,37 69 0,27 

10 0,29 30 0,49 50 0,45 70 0,49 

11 0,12 31 0,39 51 0,62 71 0,66 

12 2,68 32 0,52 52 0,98 72 0,33 

13 0,78 33 0,5 53 0,36 73 0,59 

14 0,29 34 0,59 54 1,17 74 12,64 

15 0,41 35 0,53 55 1,16 75 0,55 

16 0,35 36 0,45 56 0,4 76 0,51 
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17 0,44 37 0,5 57 0,66 77 0,59 

18 0,59 38 - 58 0,27 78 0,88 

19 0,21 39 0,47 59 0,47 80 1 

20 0,3 40 0,19 60 0,33   

 

 

a.  

 

b.  

c.  
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d.  

e.  

f.  

g.  
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h.  

i.  

j.  

k.  

Şekil 14: Hastaların ve sağlıklı bireyin erime sıcaklığı eğrileri ve erime pikleri: a-b; 6 

numaralı  hasta, c; 1 numaralı hasta, d-e; 2 numaralı hasta, f-g; 4 numaralı hasta, h-i; 5 

numaralı hasta, j-k; 3 numaralı sağlıklı ikiz. Farklı hastaların aynı gen bölgelerinin erime 

sıcaklığı eğrileri tek tek incelendiğinde, aynı sıcaklıklarda pik verdiği görüldü. Bu durum 

RT- PZR‟nun baĢarılı ve spesifik olduğunu göstermektedir. 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Bu çalıĢma, artirit geliĢimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iliĢkisi olduğu 

rapor edilen epigenetik modifiye edicilerin ekspresyonlarındaki değiĢikliklerin 

Ankilozan Spondilit ile iliĢkisini saptamak amacıyla yapıldı. Bu amaç doğrultusunda 

çalıĢmada diskordant monozigotik ikizler (hasta olan ikiz hafif hasta grubunda) ile 

hastalığın radyolojik skorlamasına göre ağır ve hafif grup olarak klinikte tanımlanan 

iki grup hasta (2 ağır ve 3 hafif) ve 1 sağlıklı birey (sağlıklı ikiz) kullanıldı. 

Diskordant monozigotik ikiz kullanıldığı ve ikizlerin genetik yapılarının birebir aynı 

olduğu göz önüne alındığı için az sayıda örnekle çalıĢmayı sunmak epigenetik 

değiĢikliklerin gösterilmesi açısından anlamlı sonuçlar elde edileceğini düĢündürdü. 

Aynı zamanda radyolojik skorlama sonucu klinik tanımlamayla ağır hasta-hafif hasta 

ayrımının net Ģekilde yapılabilmesi hasta gruplarındaki çalıĢılan örnek sayısının da 

yeterli olduğunu düĢündürdü. Tüm bu bileĢenler göz önüne alınarak az sayıda 

örnekle çok sayıda gen taranarak hastalıkta epigenetik katkı incelendi. 

SpA hastalık grubunda yer alan AS‟nin nedeni tam olarak bilinmemektedir 

ancak genetik ve çevresel faktörlerin her ikisinin de hastalığın patogenezinde önemli 

rolleri olduğu düĢünülmektedir (E.B Gouveia ve ark., 2012). Genetik faktörlerin 

AS‟nin geliĢiminde tek belirleyici olmamasına rağmen büyük ölçüde iliĢkili olduğu 

rapor edilmiĢtir (S. Brophy ve ark., 2004). Monozigotik ve dizigotik ikizlerle yapılan 

çalıĢmalar hastalığın büyük ölçüde kalıtsal olduğu ancak bununla beraber çevresel 

tetikleyicilerin de yaygın olabileceğini düĢündürmektedir (MA. Brown ve ark., 

1997). Otoimmün enflamatuvar bir hastalık olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) 

için diskordant olan monozigotik ikizlerle yapılan bir çalıĢmada, hasta ve sağlıklı 

kardeĢler karĢılaĢtırılmıĢ ve hasta kardeĢlerde global DNA hipometilasyonu tespit 

edilmiĢtir (BM. Javierre ve ark. 2010). 

ÇalıĢmada gerçek zamanlı kantitatif PZR ile ekspresyon ölçümü sonrasında elde 

edilen veriler 2ˉΔΔCt yöntemi kullanılarak hesaplandı. Hesaplamalar sonucunda 

sağlıklı ikiz- hasta ikiz, ağır hasta-sağlıklı ikiz, hafif hasta-sağlıklı ikiz ve ağır hasta-

hafif hasta karĢılaĢtırmaları yapılmıĢtır. ÇalıĢılan örnekler kendi içinde GAPDH 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouveia%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23090374
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housekeeping gen ile hastalar ise kendi aralarında sağlıklı birey kullanılarak 

normalize edildi. GAPDH birçok ekspresyon çalıĢmasında iç kontrol olarak 

kullanılan housekeeping gen olduğu için bizim çalıĢmamız için de iç kontrol olarak 

seçilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 2013; QZ. Sun ve ark., 2010). Aynı zamanda 72 insan 

dokusu kullanılarak GAPDH‟ın ekspresyonlarının incelendiği bir çalıĢmada, 

GAPDH‟ın ekspresyon çalıĢmalarında iyi bir iç kontrol olduğu rapor edilmiĢtir (RD. 

Barber ve ark., 2005). 

Sağlıklı ikiz-hasta ikiz karĢılaĢtırılması yapıldığında; hasta ikizde beĢ genin 

(PRMT6, SUV420H1, SETD7, NCOA3, KAT2B) ekspresyonlarının sağlıklı ikize 

göre arttığı (R≥2), yedi genin ekspresyonlarının ise (SMYD3, NEK6, RPS6KA5, 

KDM6B, MLL, PRMT3, DNMT1) sağlıklı ikize göre azaldığı (R≤0,6) tespit 

edilmiĢtir.  

Lysine N-Methyltransferase 5B (SUV420H1)‟nin otoimmün hastalıklarla ya da 

hemotolojik kanserlerle bağlantılı olduğunu düĢündüren çalıĢmalar rapor edilmiĢtir. 

Bunun yanında SUV420H1 ve SET And MYND Domain Containing 3 (SEMYD3)‟de 

meydana gelen değiĢimlerin meme kanseriyle iliĢkili olduğu ve tedavi için 

kullanılabileceği düĢünülmektedir (L. Liu ve ark., 2015; G. Lauc ve ark., 2013). T 

hücre aracılı otoimmün bir hastalık olan Aropesi areata hastalarında yapılan bir 

çalıĢmada SET Domain Containing (Lysine Methyltransferase) 7 (SETD7)‟nin, 

artmıĢ ekspresyonu gözlenmiĢtir. Aynı çalıĢma bizim verilerimizin aksine Lysine 

(K)-Specific Methyltransferase 2A (MLL)‟nın da artmıĢ ekspresyonunu rapor 

etmiĢtir. Elde ettiğimiz verilerde SETD7‟nin ekspresyonunda sağlıklı ikize göre artıĢ 

gözlenirken MLL‟nin ekspresyonunda azalma gözlenmiĢtir (M. Zhao ve ark., 2012). 

Nuclear Receptor Coactivator 3 (NCOA3)‟ün çeĢitli kanser türleriyle iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir 

(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=NCOA3&keywords=NCOA3 

EriĢim tarihi: 21 Mayıs 2015). K(Lysine) Acetyltransferase 2B (KAT2B)‟nin ise 

virüs enfeksiyonu, meme kanseri, prostat kanseri, lösemi ile iliĢkilendirilmiĢtir 

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KAT2B&keywords=KAT2B 

EriĢim tarihi: 21 Mayıs 2015). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15769908
http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=NCOA3&keywords=NCOA3
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KAT2B&keywords=KAT2B
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Ekspresyonu sağlıklı ikize göre azalmıĢ olan ve çeĢitli kanser türleriyle iliĢkisi 

olduğu düĢünülen Ribosomal Protein S6 Kinase, 90kDa, Polypeptide 5 

(RPS6KA5)‟in enflamasyonla direk bağlantısı olduğunu gösteren hücre kültür 

çalıĢması literatürde gösterilmiĢtir (L. Reber ve ark., 2009). 

Ankilozan spondilit ile benzer özelliklere sahip olan sistemik lupus eritamatozus 

ve DNMT1 arasındaki iliĢkinin gösterildiği çalıĢmalar mevcuttur. Sistemik lupus 

eritamatozuslu hastalar ve sağlıklı kontroller kullanılarak yapılan bir çalıĢmada 

hastalarda metilasyon seviyesinin ve DNMT1 ekspresyon seviyesinin sağlıklı 

kontrollere göre azaldığı tespit edilmiĢtir (JJ. Zhou ve ark., 2013). Benzer Ģekilde 

yine sistemik lupus eritamatozuslu hastalar ve sağlıklı kontrollerle yapılan baĢka bir 

çalıĢmada hastalarda global hipometilasyon ve DNMT1 ekspresyon seviyesinde 

sağlıklı kontrollere göre azalma tespit edildiği rapor edilmiĢtir (X. Zhu ve ark., 

2011). Yapılan çalıĢma ve hesaplamalar sonucunda elde edilen verilerde, hasta ikizde 

sağlıklıya göre DNMT1‟in azalmıĢ ekspresyonu literatürde daha önceden gösterilen 

verilerle paralellik göstermiĢtir.  

Hafif hasta-sağlıklı ikiz karĢılaĢtırılmasıyla elde edilen sonuçlara bakıldığında 

otuz dört genin (AURKA, CDYL, PRMT6, ASH1L, SETD2, NSD1,SETD8, SETD5, 

DOT1L, AURKB, ESCO1, HDAC5, HDAC11, PRMT8, HDAC8, WHSC1, 

DNMT3B, MBD3, CSRP2BP, KAT5, KDM4A, MYST3, HDAC9, PRMT7, 

PRMT3, AURKC, MLL3, MECP2, SMYD3, CIITA, SETD3, SETD1A, SETD6, 

MYST2) ekspresyonlarının sağlıklı ikize göre arttığı (R≥2), sekiz genin (HDAC1, 

CTCF, HDAC3, MLL5, KDM6B, PAK1, HDAC2, NEK6) ekspresyonlarının sağlıklı 

ikize göre azaldığı (R≤0,6) tespit edilmiĢtir. Aurora Kinase A (AURKA) ve Histone 

Deacetylase 11 (HDAC11) genlerinin romatoid artiritli hastalarda da sağlıklı 

kontrollere göre ekspresyonunun arttığı rapor edilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 2013). 

SETD1B, SETDB1, PRMT1 genlerinin hafif hastalarda ağır hastalarda olduğu gibi 

eksprese olmadığı tespit edilmiĢtir. 

Ağır hasta- sağlıklı ikiz karĢılaĢtırılması yapılan analiz sonucunda, yedi adet 

genin (PRMT6, PRMT8, DNMT3B, MBD3, KDM4A, MYST3, PRMT3) 

ekspresyonlarının sağlıklı ikize göre arttığı (R≥2),  on yedi adet genin (HDAC1, 
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SETDB2, CTCF, DNMT3A, KDM5B,  RPS6KA3, MBD2, NCOA6, HDAC3, 

KDM5A, MLL5, KDM6B, MBD4, ESCO2, NCOA1, NEK6, EHMT2) 

ekspresyonlarının sağlıklı ikize göre azaldığı (R≤0,6) tespit edilmiĢtir. Bunların 

yanında dört adet genin (PRMT5, SETD1B, SETDB1, PRMT1) ağır hastalarda 

eksprese olmadığı tespit edilmiĢtir. Metile olmamıĢ CpG dinükleotidlerini 

metilleyerek de novo (baĢtan, yeniden) metilasyonu sağlayan ve geliĢimin farklı 

evrelerinde görev alan DNMT3A ve DNMT3B‟nin ekspresyon seviyelerinin 

sistemik lupus eritamatozuslu hastalarda incelendiği bir çalıĢmada hasta ve sağlıklı 

kontroller arasında anlamlı fark bulunamamıĢtır (X. Zhu ve ark., 2011; M.Okano ve 

ark., 1999). Bu nedenle DNMT3A ve DNMT3B için elde ettiğimiz sonuçların 

anlamlı olabilmesi için daha büyük bir hasta grubuyla tekrar çalıĢılması 

gerekmektedir. Literatürde SET Domain, Bifurcated 2 (SETDB2)‟nin romatoid 

artiritli hastalarda ekspresyonunun sağlıklı kontrollere göre anlamlı bir Ģekilde 

azaldığının tespit edildiği çalıĢma mevcuttur (TT. Glant ve ark., 2013). Elde ettiğimiz 

veriler bu çalıĢmayla paralellik göstermektedir. Lysine (K)-Specific Demethylase 5B 

(KDM5B)‟nin mide kanserinde sağlıklı kontrollere göre ekspresyonunun arttığı ve 

mide kanserinin tedavisinde kullanılabileceği rapor edilmiĢtir (Z. Wang ve ark., 

2015). AS ile iliĢkisinin gösterildiği bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. ÇalıĢmada 

sağlıklı ikize göre ekspresyonlarının azaldığı tespit edilen Euchromatic Histone-

Lysine N-Methyltransferase 2 (EHMT2) ve Lysine (K)-Specific Demethylase 5A 

(KDM5A)‟nın Aropesi areata hastalarında sağlıklı kontollere göre ekspresyonlarının 

arttığı gösterilmiĢtir (M. Zhao ve ark., 2012). Romatoidli hastalarda kontrollere göre 

artmıĢ ekspresyonu rapor edilen Establishment Of Sister Chromatid Cohesion N-

Acetyltransferase 2 (ESCO2)‟nin bizim bulgularımızda sağlıklıya göre azalmıĢ 

ekspresyonu gözlendi. Aynı çalıĢmada enflamatuvar yolakları etkileyen ve 

epigenetik sinyalleri baskılayan Lysine (K)-Specific Demethylase 6B (KDM6B)‟nin 

ekspresyonunun sağlıklı kontrollere göre anlamlı bir Ģekilde arttığı rapor edilmiĢtir. 

Bizim bulgularımızda KDM6B‟nin ekspresyonunun hasta bireylerde arttığı 

gözlenmiĢtir. AS ile iliĢkisi bulunan yolakları etkilediği düĢünülen bu genin 

ekspresyonuna daha büyük bir hasta grubunda tekrar incelenmesi düĢünülebilir (TT. 

Glant ve ark. 2013).  
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Üç analiz sonucu karĢılaĢtırıldığında (hasta ikiz-sağlıklı ikiz, ağır hasta-sağlıklı 

ikiz, hafif hasta-sağlıklı ikiz) elde edilen verilere göre Protein Arjinin Metiltransferaz 

(PRMT6) geninin her üç analizde de sağlıklı ikize göre artmıĢ ekspresyonu tespit 

edildi. Metiltransferaz olan PRMT6 daha önce kalpte hızlı kalp atımına (taĢikardi) 

neden olabilecek Ģekilde ekstra bir elektriksel yol geliĢen bir doğumsal kusur olan 

Wolff Parkinson White Sendrome ile iliĢkilendirilmiĢtir. Romatoid artiritli hastalarla 

yapılan bir çalıĢmada sağlıklı kontrollere göre yüksek ekspresyonu rapor edilmiĢtir 

(TT. Glant ve ark., 2013). Literatürde ankilozan spondilitle iliĢkilendirildiğine dair 

bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. Lizin Spesifik Demetilaz 6B (KDM6B) ve NIMA 

(Never In Mitosis Gene A)-Related Kinase 6 (NEK6) genlerin ise her üç analiz 

sonucunda sağlıklı ikize göre azalmıĢ ekspresyonu tespit edildi. NEK6 kas 

güçsüzlüğü ve zayıflamasına neden olan Miyotonik Distrofi ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

Romatoid artirit hastalarıyla yapılan çalıĢmada bulgularımızın aksine NEK6 ve 

KDM6B „nın hastalarda artmıĢ ekspresyonu rapor edilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 

2013). 

SETD1B, SETDB1, PRMT1 genlerinin ise hem ağır hem de hafif hastalarda 

ekspresyonunun olmadığı tespit edilmiĢtir. Protein Arjinin Metiltransferaz 1 

(PRMT1) Hepatit C ve çeĢitli kanserlerle iliĢkilendirilmiĢtir. Örneğin akciğer 

kanserinde epitelyal mezankimal geçiĢte, metastazda ve invazyonda regülatör olarak 

görev yaptığı, meme kanserinde biyobelirteç olarak kullanılabileceği rapor edilmiĢtir 

(S. Avasarala ve ark., 2015; K. Mathioudaki ve ark., 2011).  Bunun yanında astımlı 

farelerde yapılan bir çalıĢmada ekspresyonunun sağlıklı kontrollere göre arttığı rapor 

edilmiĢtir (QZ. Sun ve ark., 2010). SET Domain Containing 1B (SETD1B)„de  

meydana gelen değiĢimlerin meme kanseriyle iliĢkili olduğu ve tedavi için 

kullanılabileceği düĢünülmektedir (L. Liu ve ark., 2015). SET Domain, Bifurcated 

1(SETDB1) ise Hungtinton hastalığı ile iliĢkilendirilmiĢtir.  

Hasta gruplarının sağlıklı ikizle karĢılaĢtırıldığı verilere bakıldığında PRMT6 

hariç altı adet genin (PRMT8, DNMT3B, MBD3, KDM4A, MYST3, PRMT3) her 

iki analiz sonucunda da (ağır hasta-sağlıklı ikiz, hafif hasta-sağlıklı ikiz) hastalarda 

artmıĢ ekspresyonları tespit edildi. Protein Arjinin Metiltransferaz 8 (PRMT8) genç 
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sinir hücrelerinde oluĢan periferal primitif nöroektodermal tümör ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. DNMT3B geni daha önce de anlatıldığı üzere metilasyonu 

katalizleyen enzim ailesi grubundadır ve erken embriyonik dönemde iĢlev görür. 

Methyl-CpG Binding Domain Protein 3 (MBD3) kromatin yeniden düzenleyen 

proteinlerdendir. Subakut kutanöz lupus eritematozus ile iliĢkilendirilmiĢtir. Aropesi 

areata hastalarıyla yapılan çalıĢmada bulgularımızın aksine Lizin Spesifik Demetilaz 

4A (KDM4A)‟nın ekspresyonunun sağlıklı bireylere göre azaldığı tespit edilmiĢtir 

(M. Zhao ve ark., 2012). Lizin Asetiltransferaz 6A (MYST3) lösemi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir ancak ankilozan spondilit ile iliĢkisi bulunduğuna dair çalıĢmaya 

rastlanılmamıĢtır. Kronik enflamatuvar bir hastalık olan astımlı farelerde yapılan bir 

çalıĢmada Protein Arjinin Metiltransferaz 3 (PRMT3) geninin ekspresyonunun bizim 

bulgularımızla paralellik göstererek anlamlı bir Ģekilde arttığı gösterilmiĢtir (QZ. Sun 

ve ark., 2010). PRMT3 yalnızca hasta ikiz-sağlıklı ikiz karĢılaĢtırılmasında hasta 

ikizde azaldığı tespit edilmiĢtir. 

Bunların yanında HDAC1, CTCF, HDAC3 ve MLL5 genlerin ekspresyonunun 

hasta gruplarında sağlıklı ikize göre azaldığı tespit edilmiĢtir. HDAC1 çeĢitli 

kanserle iliĢkilendirilmesinin yanı sıra ankilozan spondilit, sistemik lupus 

eritamatozus, romatoid artirit gibi hastalıklarla da iliĢkilendirilmiĢtir. Romatoid 

artiritli hastalarla yapılan bir çalıĢmada HDAC1‟in mRNA ekspresyonunun sağlıklı 

kontrollere göre anlamlı bir Ģekilde yüksek olduğu rapor edilmiĢtir (T. Kawabata ve 

ark., 2010). Ancak elde ettiğimiz sonuçlarda HDAC1‟in ekspresyon seviyesinin 

hasta gruplarında sağlıklı ikize göre azaldığı tespit edildi. Elde ettiğimiz sonuçlarla 

da paralel olarak HDAC3‟ün benzer özelliklere sahip bir hastalık olan sistemik lupus 

eritamatozuslu hastalarda sağlıklı kontrollere göre ekspresyon seviyesinin azaldığı 

rapor edilmiĢtir (YT. Leung ve ark., 2015). Lysine (K)-Specific Methyltransferase 2E 

(MLL5) geni ise lösemi ile iliĢkilendirilmiĢtir. CCCTC-Binding Factor (Zinc Finger 

Protein) (CTCF) nöronal bir hastalık olan Mental Retardation, Autosomal Dominant 

21 ile iliĢkilendirilmiĢtir. MLL5 ve CTCF genlerinin ankilozan spondilit ile 

iliĢkisinin görüldüğü bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawabata%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20609223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leung%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25611806
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Hasta gruplarının (ağır hasta-hafif hasta) karĢılaĢtırılmasıyla elde edilen 

sonuçlara bakıldığında KDM6B, Aurora Kinase A (AURKA) ve Coactivator-

Associated Arginine Methyltransferase 1 (CARM1) genlerinin ağır hasta grubunda 

ekspresyonunun hafif hasta grubuna göre artmıĢ olduğu tespit edildi. Artiritli 

farelerle yapılan bir çalıĢmada AURKA‟nın artiritli farelerde normal farelere göre 

ekspresyonunun arttığı ve AURKA‟nın RA tedavisinde kullanılabilecek bir ajan 

olduğu rapor edilmiĢtir (TT. Glant ve ark., 2013). CARM1 „in SWI/SNF kromatin 

yeniden düzenleme kompleksinin alt ünitelerini metilleyerek meme kanserinin 

ilerlemesini ve metastazı arttırdığı rapor edilmiĢtir (X. Wang & CW. Roberts, 2014). 

Bunun yanında CARM1‟in embriyogenez sırasında kıkırdak hücrelerinin 

çoğalmasında düzenleyici olarak rol aldığı gösterilmiĢtir (T. Ito ve ark., 2009). Elde 

edilen sonuçlara göre paneldeki bu üç gen dıĢındaki çok sayıda genin ekspresyon 

seviyesinin ağır hastalarda hafif hasta grubuna göre düĢük olduğu tespit edildi. 

Ancak ekspresyonu düĢük olan genler arasında aday olarak nitelendirilecek genlerin 

tespit edilebilmesi için hasta gruplarındaki kiĢi sayısının ve sağlıklı kontrolün 

sayısının arttırılarak çalıĢmanın tekrarlanması gerekmektedir. 

Yapılan çalıĢmada daha önce de belirtildiği üzere çok sayıda gen taranmıĢ 

olmasına rağmen düĢük sayıda hasta kullanıldı ve bazı hastaların ekspresyon 

ölçümleri bir defa çalıĢıldı. Daha verimli sonuçların alınabilmesi için daha fazla 

örnek sayısı ile çalıĢılmalıdır. Örnek sayısının arttırılmasının ardından elde edilen 

verilerin anlamlı olup olmadığı istatistiki testler yardımıyla bakılmalıdır. Aynı 

zamanda örnekler iki ya da daha fazla tekrarlar halinde çalıĢılarak ekspresyon 

ölçümlerinin ortalamasıyla hesaplamalar yapılmalıdır. Bunun yanında kontrol olarak 

sadece bir sağlıklı bireyin kullanılmıĢ olması ve toplumda görülme sıklığı %0,1-

%1,4 arasında değiĢen AS için monozigotik diskordant ikiz bulma olasılığının çok 

düĢük olması nedeniyle çalıĢmaya dahil edilen ikiz sayımızın bir olması en büyük 

kısıtlayıcılarımızdan olmuĢtur.  

Kısıtlayıcılarımızın olmasının yanı sıra çalıĢmamızda AS için aynı anda çok 

sayıda gen incelenmiĢtir. Elde edilen veriler ıĢığında, hasta ikiz-sağlıklı ikiz, ağır 

hasta-sağlıklı ikiz, hafif hasta-sağlıklı ikiz karĢılaĢtırmaları sonucunda NEK6, 
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PRMT6 ve KDM6B‟nın ekspresyonlarında farklılık tespit edilmiĢtir. Ġkiz 

karĢılaĢtırılması sonucunda SETD7‟nin hasta ikizde sağlıklı ikize göre artmıĢ 

ekspresyonu tespit edilmiĢtir. Aynı zamanda SETD7‟nin T hücre aracılı otoimmün 

bir hastalık olan Aropesi areata hastalarında da artmıĢ ekspresyonu rapor edilmiĢtir. 

Subakut kutanöz lupus eritematozus ile iliĢkilendirilmiĢ MBD3‟ün hasta gruplarında 

sağlıklı bireye göre ekspresyonunun arttığı tespit edilmiĢtir. AS, RA gibi hastalıklarla 

iliĢkilendirilmiĢ HDAC1‟in hasta gruplarında sağlıklıya göre ekspresyonunun 

azaldığı tespit edilmiĢtir. Otoimmün bir hastalık olan Aropesi areata hastalarında 

azalmıĢ ekspresyonu rapor edilen KDM4A‟nın hasta gruplarında sağlıklı bireye göre 

artmıĢ ekspresyonu tespit edilmiĢtir. AURKA ve CARM1 genlerinin ekspresyonları 

ağır hasta grubunda hafif hasta grubuna göre arttığı gözlenmiĢtir. Bu iki genin de ağır 

hasta-hafif hasta farkı için önemli olabileceği düĢünülmektedir. Sağlıklı ikiz-hasta 

ikiz karĢılaĢtırılması yapıldığında; hasta ikizde SUV420H1, NCOA3, KAT2B 

genlerinin ekspresyonlarının sağlıklı ikize göre arttığı, SMYD3, RPS6KA5, MLL, 

PRMT3, DNMT1 ekspresyonlarının ise sağlıklı ikize göre azaldığı tespit edilmiĢtir. 

Özellikle hasta ikiz-sağlıklı ikiz farkının hastalıkta epigenetik değiĢikliklerin 

katkısının anlaĢılabilmesi için yol gösterici olacağı düĢünülmektedir. Ekspresyon 

değiĢiklikleri tespit edilen bu kodlayan bölgelerle beraber hasta gruplarında eksprese 

olmadığı tespit edilen SETD1B, SETDB1 ve PRMT1„in ekspresyonunun daha büyük 

bir ağır ve hafif hasta grubunda karĢılaĢtırmalı olarak çalıĢılması planlanmıĢtır. 

Temel amaç uygun doku ve moleküllerle çalıĢılarak AS‟nin patogenezine katkıda 

bulunan ve aynı zamanda benzer patolojik özellikler gösteren hastalıklarda 

epigenetik destekleyicilerin tespit edilmesidir.  
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