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1. OZET

Spondiloartropati (SpA) hastalik grubunda yer alan Ankilozan spondilit (AS);
baglica enflamatuvar sirt agrisi, asimetrik periferal oligoartrit, entezit ile
tanimlanmis, diger ¢ok etkenli hastaliklar gibi, ortaya c¢ikisi genetik ve gevresel
etkenlerle tetiklenen romatizmal otoimmiin bir hastaliktir. Gegtigimiz yillar i¢inde
insan ve diger organizma genomlarmin dizilenmesiyle varyasyonlarin incelenmesi,
bircok hastalikta oldugu gibi, AS hastaliginin da genetik temelinin anlagilmasi

konusunda anlamli mesafe kaydedilmesine imkan saglamistir.

Genetik temelin yanmi sira epigenetik degisikliklerin de fizyolojik siireglerde
oldugu kadar, hastalik gelisiminde de 6nemli oldugu bilinmektedir. Epigenetik
degisiklikler, DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan gen ifadesindeki kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanir. Baslica epigenetik degisiklikler; DNA metillenmesi,
histon ve kromatin yap1 degisiklikleri ve kodlamayan RNA havuzundan olusur.
Yapilan ¢alismalarda, epigenetik 6zellikleri etkileyen molekiillerin ifade edilmesinde
ortaya ¢ikan degisikliklerin artirit gelisimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iligkisi

oldugu rapor edilmistir.

Bu calismada AS tanis1 almis diskordant monozigotik ikizler ile hastaligin
radyolojik skorlamasina gore agir ve hafif grup olarak klinikte tanimlanan iki gruba
dahil edilmis hastalarda epigenetik yapiy1 diizenleyen (DNA metilaz, histon metilaz,
kromatin sekillendiriciler gibi) genlerin ekspresyonlari analiz edilmistir. Analiz
sonucunda NEK6, PRMT6, KDM6B, AURKA, CARM1, SETD1B, SETDBI,
PRMT1, DNMTL1, PRMT3, SETD7, MBD3, HDAC1, KDM4A, MLL, SUV420H1,
NCOA3, KAT2B, SMYD3, RPS6KAS5 genlerinin ekspresyonlarinda goriinen gruplar
aras1 farklilik, anilan genlerin daha yiiksek sayida hasta gruplarinda ekspresyon

acisidan incelenerek, dogrulanmasi gerektigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Spondiloartropati , Ankilozan Spondilit, Epigenetik, Epigenetik
Modifiye Edici



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, NCOAS3, KAT2B, SMYD3, RPS6KAS genes should be validated in the

same patient groups with larger number of subjects.

Key Words: Spondyloarthropathy, Ankylosing Spondylitis, Epigenetic, Epigenetic
Modifier
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3. GIRIS ve AMAC:

Spondiloartropatiler (SpAs); ankilozan spondilit (AS), enflamatuvar barsak
hastaligt (EBH), reaktif artirit (ReA), andiferansiye spondiloartropati, juvenil
spondiloartropati ve psoriyatik artrit (PsA)’den olusan agirlikli olarak aksiyal iskeleti
etkileyen kronik enflamatuvar hastalik grubudur (D. Prakash ve ark., 2014; M.
Navallas ve ark., 2013).

SpA hastalik grubunda yer alan ve erkeklerde kadinlardan daha sik oranda
goriilen AS; sakroileit, omurgada enflamasyon ve hareket kaybina neden olan eklem
iltihabi ile karakterize bir hastaliktir (ZQ. Zhu ve ark., 2013; E. Feldtkeller ve ark.,
2007).

Nedeni tam olarak bilinemeyen hastalik i¢in ¢evresel ve genetik faktorlerin
birlikte katki sagladigi disiiniilmektedir (FW. Tsui ve ark., 2014). Hastalikla iliskisi
tanimlanmis ilk gen Major Histocompatibility Complex (MHC) Class 1 molekiilii
olan HLA-B27°dir (S. van der Linden ve ark., 1983). AS hastalarinin %90’ ninda
HLA-B27 pozitiftir (D. Prakash ve ark., 2014; M. Navallas ve ark., 2013). Yiizden
fazla alt tiirli rapor edilen (http://hla.alleles.org/proteins/classl.html Erisim tarihi: 15
Nisan 2015) HLA-B27°nin farkli alt tiirleri farkli populasyonlarda AS ile
iliskilendirilmistir (MA. Brown ve ark., 2002; J. Martinez-Borra ve ark., 2000).

B*2707 alt tiirtiniin Hintli ve Taylandl1 hasta populasyonunda AS ile iligkili oldugu,
B*2704 alt tiriiniin Taylandli hastalarda AS ile yiiksek baglantisi oldugu
bildirilmistir (C.Lopez-Larrea ve ark., 1995).

AS ile iligkili MHC dis1 genleri tanimlamak i¢in yapilan 2 biiyiik ¢aligma sonucu
ERAP1, IL23R, ANTXR2 ve IL1R2 genlerinin de hastalikla iliskili oldugu rapor
edilmistir (Wellcome Trust Case Control Consortium ve Australo-Anglo-American
Spondylitis Consortium (TASC), 2007; Australo-Anglo-American Spondyloarthritis
Consortium (TASC), 2010). Yeni lokuslarin saptanmasini olanak saglayan Genom
boyu baglant1 ¢calismalar1 sonucunda da AS ile iliskili bir¢ok gen tespit edilmistir
(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
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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

Epigenetik, DNA dizi degisikliklerinden (genotip) bagimsiz olarak
kalitilabilirligi olan gen ekspresyonundaki (fenotip) degisiklikler olarak tanimlanir
(P. Gallipoli ve ark., 2015). Epigenetik degisiklikler kalitilabilir olmalarina ragmen
geri dondiiriilebilir degisikliklerdir. Memelilerde tanimlanmis baslica epigenetik
degisiklikler DNA metilasyonu, histonlarda translasyon sonrasi degisiklikler ve
kromatin yap1 degisimleri ve kodlanmayan RNA’larin etkisiyle olusur (JP. Hamilton,

2011).

DNA Metiltransferazlar tarafindan katalizlenen (JK. Kim ve ark., 2009) DNA
metilasyonu, bir DNA dizisindeki sitozin niikleotidinin 5’ karbonuna metil grubunun
kovalent olarak baglamasiyla meydana gelir (J. Newell-Price ve ark., 2000). Gen
reglilasyonunda onemli gorevleri olan DNA metilasyonunun seviyesindeki diisiis
(hipometilasyon) ya da artis (hipermetilasyon) ¢esitli patolojik olaylarla
sonug¢lanmaktadir (E. Carri6 & M.Suelves, 2015; JK. Kim ve ark., 2009) Otoimmiin
enflamatuvar bir hastalik olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) i¢in diskordant olan
monozigotik ikizlerle yapilan bir caligmada, hasta ve saglikli kardesler
karsilastirilmis ve hastalik patogeneziyle iliskili oldugu diisiiniilen 49 genin hasta

olan ikizlerde hipometile oldugu rapor edilmistir (BM. Javierre ve ark., 2010).

Okaryotlarda DNA cekirdekte kromatin olarak paketlenmis halde bulunur.
Kromatinin basit yap1 birimi niikleozom 147 baz uzunlugundaki DNA’nmn sardigi
H2A, H2B, H3 ve H4’lin olusturdugu histon sekizlisinden (oktomer) meydana gelir.
Hepsi modifikasyonlarin gergeklesmesini saglayan kiiresel C-terminal bolge ve N-
terminal kuyruga sahiptir (K. Luger ve ark., 1997; H. Wu ve ark., 2015; T.
Kouzarides, 2007; H. Wu ve ark., 2015). Histonlarin post translasyonel
modifikasyonlar1 dinamik enzim aileleri tarafindan diizenlenir. Histonlarin
asetilasyonu, histon asetiltransferazlar (HATs), histonlarin deasetilasyonu histon
deasetilazlar (HDACs) tarafindan kontrol edilir (AJ. de Ruijter ve ark., 2003).
Genlerin hiperasetilasyon (asetilasyon artis1) ve hipoasetilasyonunun (asetilasyon
diisiisii) cesitli hastaliklarla iliskili oldugu rapor edilmistir. AS hastalariyla yapilan
bir calismada, HDAC/HAT aktivitesinin saglikli kontrollere gore azaldigi rapor
edilmistir (E. Toussirot ve ark., 2013). PCR Array yontemi kullanilarak yapilan bir
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calismanin sonucunda Romatoid Artirit (RA) hastalarinda, histon kinazlar,
asetiltransferazlar, deasetilazlar, metiltransferazlar, demetilazlar ve protein
degredasyon—promoting ubikitin ligazlar olmak {izere 14 adet genin ifadesinin

anlaml sekilde arttig1 ya da azaldigi tespit edilmistir (TT. Glant ve ark., 2013).

Gen diizenlenmesinde cesitli roller iistlenen, boyutlarina gore kisa (olgun
formlar1 20-200 niikleotit uzunlugunda) ve uzun (200 niikleotitten uzun ve 100
kilobaza kadar) kodlanmayan RNA’larin birgok patolojiyle iliskili oldugu
disiiniilmektedir. En ¢ok calisilmis olan kisa (19-22 niikleotid uzunlugunda),
endojen, tek zincirli olan miRNA’lardir (BP. Lewis ve ark., 2003; A. Duggirala ve
ark., 2015). Romatoid artiritli hastalarda miR-24 and miR-125a-5p’nin ekspresyon
seviyeleri saglikli bireylere gore yiikksek bulunmus ve bu miRNA’larin hastalik
tanisinda kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (K. Murata ve ark., 2013). AS’de ise miR-
16, miR-221 ve let-7i’nin AS hastalarinin T hiicrelerinde saglikli kontrollere gore

yiiksek ekspresyonu tespit edilmistir (NS. Lai ve ark., 2013).

Yapilan c¢aligmada, artrit gelisimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iligkisi
oldugu rapor edilen epigenetik Ozellikleri degistiren molekiillerin diizeylerindeki
degisikliklerin Ankilozan Spondilit ile iligkisi arastirilmigtir. Calismanin ilk
basamaginda Ankilozan Spondilit (AS) tanis1 almis diskordant monozigotik ikizler
ile hastaligin radyolojik progresyonuna goére agir ve hafif olarak gruplanmis
hastalarin kan Orneklerinde epigenetik ozellikleri belirleyen molekiillerin haberci
RNA (mRNA) diizeyleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Ekspresyon farklilig
saptanmig olan genlerin daha biiylik bir hasta grubunda caligilarak hastalikla

iligskisinin daha yakindan ortaya konmas1 amaglanmaktadir.


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

4. GENEL BIiLGILER

4.1. Spondiloartropati

Spondiloartropatiler (SpAs); enflamatuvar degisikliklerin ¢cogunlukla omurgayi,
periferal eklemleri, tendon, ligament ve sakroiliyak eklemleri etkiledigi romatizmal
hastaliklar grubudur. Bu grup, ankilozan spondilit (AS), enflamatuvar barsak
hastaligt (EBH), reaktif artirit (ReA), andiferansiye spondiloartropati, juvenil
spondiloartropati ve psoriyatik artrit (PsA)’den olusur. Spondiloartropatiler, SpA
hastalarinin bazilarinda romatoid faktoriin (RF) varliginin tespit edilmesine kadar
“’seronegatif spondiloartropatiler’ olarak bilinmekteydiler. Bu tespitin ardindan
“’spondiloartropati’’ olarak adlandirilmaya baslandilar. Genellikle geng bireylerde
ortaya ¢ikar ve populasyonda 0,15-1,8% oraninda goriiliir (1. Sudol-Szopinska & A.
Urbanik, 2013). Prevalansi ilerleyen yasla beraber artan RF ise, saglikli bireylerin
%35 ‘inde bulunmasinin yani sira, hepatit ¢, sistemik lupus eritamatozus (SLE) gibi
hastaliklarda da bulunan, globulin G’nin yapisal Fc kismina karst olusmus

antiglobiilin antikorudur (Onat ve ark., 2014).

Enflamatuvar sirt agrist SpA grubunun tipik klinik o6zelliklerinin basinda
gelmekle beraber, sakroiliyak, vertebral ve periferal eklemler, tendon, ligament ya da
eklem kapsiillerinde meydana gelen enflamatuvar lezyonlar grubun diger klinik
ozelliklerindendir (I. Sudol-Szopinska & A. Urbanik, 2013; O. Akgul & S.
Ozgecmen, 2011). Bunlarin yaninda sedef hastaligi, enflamatuar barsak hastaligi ve
akut anterior {ivet de bu hastalik grubunda gézlemlenmektedir (RJ Lories ve ark.,

2009).

SpA klinik 6zelliklerine gore 2 ana gruba ayrilmaktadir. Sakroiliyak ve vertebral
eklemlerin i¢inde bulundugu enflamatuvar sirt agrisint da barindiran klinik
ozelliklerin goriildiigii durumlar aksiyal spondiloartropatiler, tendon, ligament ya da
eklem kapsiil bolgeleri ve periferal eklemlerde enflamasyonla ortaya ¢ikan durumlar
ise periferal spondiloartropatiler olarak adladirilmistir (I. Sudol-Szopinska & A.
Urbanik, 2013). 2009 ve 2001 yillarinda ASAS (Assessment in Spondyloarthritis
International Society) tarafindan bu iki grup icin ¢esitli kriterler belirlenmistir (M.
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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 i¢cin ASAS kriterleri (M. Rudwaleit ve ark.,
2009,2011).

Klinik Incelemede Enflamatuvar Sirt Agrisi
(Periferik eklem bulgular1 olsa da olmasa da 45 yasindan kiigiik bireylerde 3 ay ve ya daha uzun

stireli bel agris1)

Goriintlileme ¢aligmalarinda HLA-B27 antijenin goriilmesi
sakroileit*
+ +
ya da
Spondiloartropatilerin klinik Spondiloartropatilerin klinik
ozeliklerinden en az bir ozeliklerinden en az iki
tanesinin goriilmesi** tanesinin goriilmesi**

*Gorilintilleme ¢aligmalarinda sakroileit; MRI’da  SpA iligkili sakroilieti destekleyen aktif
enflamatuvar lezyonlar ya da 1984 yilindaki modifiye New York kriterlerine gore belirlenen x-ray
degisiklikleri

**SpA ‘nin klinik 6zellikleri; Enflamatuvar bel agrisi, artirit, entezit, iiveit, daktilit, sedef hastaligi,
Crohn hastalig1 ya da tilseratif kolit, steroid olmayan antienflamatuvar ilaglara iyi yanit, ailede SpA
oykiisti, HLA-B27 antijen varlig1, artmig serum CRP seviyesi

Tablo 2: Periferal spondiloartropatiler i¢cin ASAS kriterleri (R. van den Berg & DM. van der
Heijde, 2010).

Artirit (Genellikle alt bacak eklemlerinde simetrik olmayan artirit), entezit (tendon, bag doku ve
kapsiillerin enflamasyonu), daktilit (sosis seklinde parmak) ile birlikte spondiloartropatilerin
klinik Ozeliklerinden en az bir tanesinin goriilmesi ve ya spondiloartropatilerin diger klinik
Ozeliklerinden en az iki tanesinin goriilmesi

Spondiloartropatilerin klinik Spondiloartropatilerin diger klinik
ozeliklerinden en az bir tanesinin ozeliklerinden en az iki tanesinin
goriilmesi goriilmesi
Sedef Hastalig1 Acrtirit



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

Pozitif HLA-B27 Entezit

Uveitis Daktilit sosis seklinde parmaklar

MRl ve Xx-ray’de  goriintiilenen | Enflamatuvar bel agrisi

sakroileit

Crohn hastalig1 ya da iilseratif kolit Ailede SpA oOykiisii

Artiritten 0nce gelen enfeksiyon

Her iki grupta da sakroileit ortak klinik &zelliktir. Ozellikle ankilozan spondiliti
de kapsayan (M. Dougados & D. Baeten, 2011) aksiyal SpA sakroileit ile
baslamaktadir ve radyolojik olarak siniflandirilarak (J. Braun ve ark., 2006) (Tablo
3) sakroiliyak eklemlerde goriintiilenmistir (M. Geijer ve ark., 2009; G. Huerta-Sil ve
ark., 2006) (Sekil 1).

Tablo 3: Sakroileitin New York Kriterlerine gore radyolojik olarak siniflandiriimasi (J.
Braun ve ark., 2006).

Seviye 0: Degisiklik yok/ sakroiliyak eklemler normal

Seviye 1: Siipheli degisiklikler

Seviye 2: Minimal degisiklikler

Seviye 3: Ileri derece degisiklikler

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

Sacroilitis: (A) grade 1: (B) grade 2: (C) grade 3: (D) grade 4.

Sekil 1: Sakroileitin farkli seviyelerinin radyolojik gortntiisii (M. Geijer ve ark., 2009; G.
Huerta-Sil ve ark., 2006).

Sakroiliyak eklemlerdeki enflamatuvar degisiklikler ASAS kriterlerine gore 2
grupta toplanmistir (J.Sieper ve ark., 2009) (Tablo 4).

Tablo 4: ASAS kriterlerine gore sakroiliyak eklemlerdeki enflamatuvar degisiklikler
(J.Sieper ve ark., 2009).

Aktif Enflamatuvar Lezyonlar Kronik Enflamatuvar Lezyonlar
Kemik iligi 6demi Kikirdak altinin sertlesmesi

Kapsiil iltihab1 Erozyonlar

Sinovit Yag depolanmast

Tendon, bag doku ve kapsiil baglantilarinda | Kemik kopriileri, 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

enflamasyon

Ozellikle sakroiliyak eklemlerdeki radyolojik bulgular hastaliklarm tanis1 igin
onemini korumaktadir. Bunun yaninda MR sonuglari ve X-ray taramalariyla
hastalardaki enflamatuvar lezyonlar degerlendirilmektedir (1. Sudol-Szopinska & A.
Urbanik, 2013).

PsA’nin bazi formlart gibi SpA grubundaki bazi hastaliklarda iskelet hasarlar
kemik ve eklem erozyonu sebebiyle meydana gelir. Buna kars1 olarak AS’de eklem
ve ya omurga ankilozu sebebiyle hastalarda kalic1 hareket kaybi, yeni kikirdak ve
kemik olusumundan kaynaklanmaktadir (I. van Echteld, 2006).

4.2. Ankilozan Spondilit

SpA hastalik grubunda yer alan Ankilozan Spondilit (AS); enflamatuvar sirt
agrisi, asimetrik periferal oligoartrit, entezit ve sedef hastalii, enflamatuar barsak
hastalig1 ve akut anterior iivet gibi spesifik organ tutulumunu igeren klinik 6zelliklere
sahip olan yaygin kronik enflamatuvar ve otoimmiin eklem hastaligidir. Klinik olarak
sakroileit, omurgada enflamasyon ve hareket kaybina neden olan eklem iltihabi ile
karakterizedir. Kronik enflamasyon hiicreler arasindaki bag dokunun artmasina ve
kemiklesmeye yol acar (A. Ebringer ve C. Wilson, 2000; ZQ. Zhu ve ark., 2013).

AS’nin goriilme sikligi erkeklerde kadinlardan daha fazladir (E. Feldtkeller
ve ark., 2007; JD. Reveille & MH. Weisman, 2013) ve genel populasyonda goriilme
sikligr % 0,1 ve % 1,4 arasinda degisir. Yapilan ¢alismalar farkli iilkelerde AS’nin
goriilme sikliginin her y11 100.000 insanda 0,5-14 arasinda degistigini rapor etmistir
(J. Braun ve J. Sieper, 2007). AS’nin teshisinde laboratuvar testlerinden ¢ok New
York kriterlerinde belirtilen 6zellikler temel alinir (S. van der Linden ve ark., 1984)
(Tablo 5).
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Tablo 5: AS i¢in 1984 New York kriterleri (S. van der Linden ve ark., 1984).

Klinik Kriterler

3 aydan uzun siiren asag1 bel bolgesinde egzersiz ile diizelen ancak dinlenme ile

rahatlamayan agr1

Sagital ve frontal planda lomber omurganin hareketlerinde kisitlanma

Normal olan yas ve cinsyetle uyumlu kisilere gore gogiis genislemesinde

kisitlanma

Radyolojik Kriter

Sakroileit seviye >2 ve ya tek tarafli seviye 3-4.

AS’nin ilk semptomlar1 ge¢ ergenlik ya da erken yetiskinlik (kadinlarda 30 yas
civari, erkeklerde ortalama 26 yas) donemlerinde ortaya g¢ikar. Genellikle sinsi
baglayan hafif agrilar, baglangic semptomudur. Agri genellikle bir kag saat siiren
sabah tutukluguyla beraber, kalca ya da bel bolgesinde baglar ve siire¢ iginde
hastanin hareket etmesini gii¢lestirir. Agr1 bir ka¢ ay i¢inde kalic1 ve ¢ift tarafli olur
ve geceleri gittikge kotiilesir (MR. Underwood &P. Dawes, 1995). Bazi hastalarda
kemik hassasiyeti birincil sikayet olabilir ve bu duruma sirt agrist ve sertlik eslik
eder. Bazi hastalarda ise hastaligin erken asamalarinda kalca ve omuzlarda artirit
meydana gelir. Diger eklemlerdeki asimetrik artirit hastaliin herhangi bir
asamasindan meydana gelirken, boyun agris1 ve sertlik hastaligin ileriki asamalari

i¢in karakteristiktir (J.Sieper ve ark., 2002).
4.2.1. Ankilozan spondilitin fizyopatolojisi

AS’nin nedeni tam olarak bilinmemektedir ancak genetik ve gevresel faktorlerin
her ikisinin de hastaligin patogenezinde 6nemli rollleri oldugu disiiniilmektedir (E.B
Gouveia ve ark., 2012). Ogzellikle hiicresel siirecler immiin baglantili AS

patogenezine katkida bulunmaktadir. Spesifik immiin hiicre tiplerinin (T hiicreleri)
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AS hastalarininin  kikirdaklarindaki enflamatuvar cevaptan sorumlu oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Hastalikta goriilen kronik enflamasyonun ise
kemiklesmeye yol ac¢tig1 rapor edilmistir (A. Ebringer ve C. Wilson, 2000; ZQ. Zhu
ve ark., 2013; C. Wang ve ark., 2015). Tiim bu bilesenler, 6zellikle enflamasyon-yeni

kemik olusumu/bozunumu siirecine katkida bulunmaktadir.

Biiyiime ve gelisme sirasindaki kemik olusumu c¢ok sayida molekiiler
mekanizmay1 ve onlarin birbirleriyle etkilesimini kapsar. Caligmalar kikirdak ve
kemik patolojisinde oOzellikle de yeni kemik olusumunda benzer yolaklarin ve
isleyislerin rol aldigin1 desteklemektedir. Bu yolaklar bone morfojenik protein
(BMP), wingless-type like (WNT), hedgehog, fibroblast biiyiime faktorleri, notch ve
paratiroid benzeri peptid sinyallerini kapsamaktadir (RJ Lories ve ark., 2009).

Ankilozan spondilitte kendisi gibi enflamatuvar romatolojik bir hastalik olan
ancak kiicik ve orta blylklikteki eklemlerde simetrik ve asindirict artiritle
karakterize olan romatoid artiritten farkli olarak (DL. Scott ve ark., 2010), hem
enflamatuvar asindirict osteopeni hem de kemiklerde beklenmeyen yeni kemik
olusumu gozlenmektedir. Bazi hastalarda omurgada kemiklerin birleserek
olusturdugu bir form olan “bambu kamisi”” goriilmektedir (A. Boonen &

JL. Severens, 2002; JH. Ju ve ark., 2007) (Sekil 2).
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Sekil 2: 42 yasinda erkek AS hastasinda goriilen bambu kamis1 (JH. Ju ve ark., 2007).

Insan 16kosit antijen (HLA)-B27 pozitif Tayvanl hastalarda yapilan bir
calismada farkli haplotiplerle bambu kamis1 arasindaki iliski incelenmis ve A33-
B58-Cw10, A33-B58-Cwl10-DR13, A33-B58-Cw10-DR17 haplotiplerinin bambu
kamais1 arasinda giiclii baglant1 oldugu tespit edilmistir (MC. Lu ve ark., 2009).

Enflamasyon, kemik/kikirdak  bozulumu ve osteoproliferasyon  SpA
patogenezinin ii¢ temel ozelligidir. Son yillarda yapilan caligmalar hiicresel ve
molekiiler siireglerin icinde bulundugu cesitli teoriler gelistirmistir (M. Dougados &
D. Baeten, 2011). Bununla birlikte bu {i¢ patolojik siire¢ arasindaki iligki tam olarak

bilinmemektedir. Bu durum i¢in iki ana hipotez 6nerilmistir.

[k hipoteze gore; enflamasyon baslangicta kemik bozulumunu tetiklerken ayni
anda yeni kemik olusumunu baskilar. Sistemik enflamasyonu tetikleyen Tumor
necrosis factor (TNF), Wnt sinyalini bloke ederek osteoblast fonksiyonunu

baskilarken osteoklast farklilasmasini ve aktivasyonunu promote eden merkezi role
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sahiptir. ikinci hipoteze gore ise; bilinmeyen bir tetikleyici akut enflamatuvar
reaksiyonu indiiklemekte ve stromal hiicrelerin aktivasyonunu saglamaktadir (LM.

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

HLA-B27
infection

restoration of ERAP1
homeostasis IL23R
IL1
IBD
_ acute . 1 N : chronlg
inflammation inflammation
TNF
*
entheseal \
stress 1
Y
BMP
triggering of [ WNT new bone
progenitor ] formation and
cells 5 ankylosis
restoration of
homeostasis DISH
FOP

Sekil 3: SpA’da enflamasyon ve ankiloz arasindaki iliski (RJ Lories ve ark., 2009).

AS’de yeni kemik olusumu hem kikirdak i¢ci hem de dogrudan kemik olugumu
seklinde goriilmektedir. Dogrudan kemik olusumunda onciil hiicreler osteoblastlara
farklilagmaktadir. Bunun yaninda farklilasma, proliferasyon gibi gorevleri olan
transforming growth factor beta (TGF-p) protein ailesine iiye olan ve noggin,
chordin gibi antagonistleri olan BMP’ler kikirdak i¢i kemik olusumunda temel rol
oynamaktadirlar. Wnt’ler bu siireci spesifik ligandlara ya da konsantrasyona bagh
olarak uyarir ya da engeller. Wnt antagonistleri; Dickkopf-related protein 1 (DKK-1)
ve sklerostin diizenleyici olarak gorev yapar. TNF gibi proenflamatuvar sitokinler
hem BMP’leri hem de Wnt antagonistlerinin diizenlenmesinde gorevlidir (S.Carter

ve ark., 2012; K. Chandramore & S. Ghaskadbi, 2011) (Sekil 4).
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Sekil 4: Ankilozan Spondilitte kikirdak i¢i ve direk yeni kemik olusumu (S.Carter ve ark.,
2012).

AS’de bu mekanizmalarin anlasilabilmesi icin c¢esitli ¢calismalar yapilmstir.
Wnt sinyal yolaginin antogonisti ve protein kinaz olan DKK 1 ile yapilan bir
calismada, DKK 1 ‘in inhibisyonunun TNF transgenik farelerde artiriti uyardigi ve
bu nedenle DKK 1’in bu mekanizmada anahtar rol oynadig1 rapor edilmistir (D.
Diarra ve ark., 2007). Artrit i¢in spontan ve entezitle karakterize olan model olan
DBA/1 farelerde yapilan bir ¢alismada ise BMP antogonisti NOG gen transferinin,
spontan artrit baslangicini ve ilerlemesini inhibe ettigi gosterilmistir. NOG gen
terapisi yapilan grupla tedavi yapilmayan kontrol grubu karsilastirildiginda tedavinin,

hastaliginin ilerlemesini 6nemli olgiide azalttigi goriilmiistiir (RJ. Lories ve ark.,
2005).

AS hastalarininin  kikirdaklarindaki enflamatuvar cevaptan sorumlu oldugu
diisiiniilen immiin hiicrelerde meydana gelen c¢esitli degisimler AS’nin sistemik
immiin baglantili bir hastalik oldugunu destekler niteliktedir. Ozellikle hastalarda T
hiicre alt tipleri olan CD4+ and CD8+ hiicrelerinin kanda ve sinoval sivida biriktigi
kanitlanmistir. Bunun yaninda enflamasyon belirteci olan Tumour Necrosis Factor-o
(TNF-a)’nin sakroiliyak eklemlerde birikmesi AS patogenezinde dnemli rollere sahip
olduklarim1 kanitlar niteliktedir. CD4+ T hicreleri, IL-17-Urtint T hucreleri ve T

helper 17 (Th17) hiicrelerinin AS hastalarinin sinoviyal sivilarinda tespit edilmesi T
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hiicrelerinin lokal enflamasyon siirecinde rol aldigi anlamina gelmektedir (C. Wang
ve ark., 2015). Bunlarla beraber HLA-B27, interlokin 23 Reseptor (IL-23R) ve
Endoplazmik Retikulum Aminopeptidaz-1 (ERAP-1) genlerindeki
polimorfizmlerinin de AS patogenezindeki immiin mekanizmaya katki sagladig

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

Belirtildigi tizere AS’nin patogenezi tam olarak bilinmemektedir ancak 6zellikle

hastalik/HLA-B27/immiin sistem arasinda biiyiik baglant1 oldugu belirtilmistir.

Insan 16kosit antijen (HLA)-B27 6. kromozomun kisa kolundan kodlanan Major
Histocompatibility Complex (MHC) Class 1 molekiiliidiir. Bir ¢ok hiicre tipinde
bulunur ve antijen sunan hiicrelerde ekspresyonu yiiksektir (L. Schlosstein ve ark.,
1973). HLA-B27 hastalikla iligkisi tanimlanmus ilk gendir ve AS hastalarinin %80’
pozitiftir. Ancak bunun yaninda B27 pozitif bireylerin yalnizca %1-%5’inde AS
goriiliir. Yapilan bazi ¢alismalar B27 pozitif AS hastalarin akrabalarinda hastaligin
goriilme olasiliginin  genel populasyona gore 5,6-16 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (A. Calin ve ark., 1983; S. van der Linden ve ark., 1983; MA. Khan,
2002).

HLA-B27'nin  AS ile iligkisini tanimlayabilmek i¢in g¢esitli caligsmalar
yapilmistir. Beyaz irkta yapilan bazi ¢alismalarda AS hastast bireylerin %90 nindan
fazlasinda HLA-B27°nin pozitif oldugu ancak bununla beraber ¢ogu pozitif bireyin
saglikli kaldig1 goriilmiistiir. Bu durum baska genlerin de AS ile iligkili olabilecegi
diisincesini ortaya koymustur (SM. van der Linden ve ark., 1984; MA. Brown ve
ark., 1996; JD.Reveille, 2006).

Yiizden fazla alt tiri rapor edilen (http://hla.alleles.org/proteins/classl.html
Erigsim tarihi: 15 Nisan 2015) HLA-B27°nin farkli alt tilirlerinin farkl
populasyonlarda AS ile iliskisini ortaya koyan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Caligmalar
devam ettikge ortaya konan alt tiir sayis1 da hizli bir sekilde artmaktadir (JD. Reveille
ve ark., 2001; MA. Brown ve ark., 2002; J. Martinez-Borra ve ark., 2000) (Tablo 6).
Ornegin 230 Koreli hastayla yapilan bir ¢alismada; HLA-B27°nin AS ile yiiksek
oranda (%96,3) iliskili oldugu, HLA-B27 pozitif bireylerde B*2705 (%92,2) ve
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B*2704 (%5,8) alt tiirlerinin Koreli hastalar i¢in baslica alt tiirler oldugu
belirtilmistir (KS. Park ve ark., 2008). Asyali hastalarla (Taylandli ve Hint gruplar)
yapilan basgka bir ¢alismada B*2707 alt tiiriiniin her iki populasyonda da AS ile
iliskili oldugu, B*2704 alt tiiriiniin Taylandli hastalarda AS ile yliksek baglantisi
oldugu bildirilmistir (C.Lopez-Larrea ve ark., 1995).

Tablo 6: AS iliskili HLA-B27 alt gruplari ve etnik kdken iliskisi.

Alt Tiir Hastahkla Yayginhk Cografik Toplum
Baglantis1

B*2705 Var Degisken Tiim diinya

B*2702 Var Degisken Orta Dogu, Kuzey
Afrikali, Avrupali
Beyaz Irk

B*2703 Var Sinirh Bat1 Afrikali

B*2704 Var Degisken Cinli,Japon,
Endonezyali

B*2706 Yok Degisken Asyali

B*2707 Var Az Hint, Cinli

B*2708 Var Nadir UK

HLA-B27'nin  AS ile iligkisi belirtilirken mekanizmas1 tam olarak
anlagilamamistir. Ancak AS’deki molekiiler patojenik rolii hakkinda gesitli teoriler
mevcuttur. Bu teorilerden ilki ve en baskin olan artirit olusumuna sebep olan peptid
teorisi, HLA-B27’nin mikrobiyal ya da artirit olusumuna sebep olan self bir peptitle
baglanmasi esasina dayanir. HLA-B27 simirli sitotoksik T hiicresinin, sadece
eklemlerde ve diger dokulardaki peptit veya peptitlere olan yaniti hastaliga neden

olabilir. Ancak bu peptitlerin AS patogenezine katkisin1 gosteren higbir kanit
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bulunamamistir. HLA-B27 homodimerlerin hiicre ylizey teorisine gore; HLA-
B27°’nin agir zincirleri homodimer yapidadir ve endoplazmik retikulumda bu
homodimer yapisinda bozulma meydana gelebilir. HLA-B27 pozitif bireylerde
natural killer (NK) hiicrelerin ve CD4+ T hiicrelerinin artmasi bu teoriyi destekler
nitelikte olsa da hastalikla iligkisi kesinlestirilememistir. Bir diger teoriye gore,
HLA-B27’nin yanlis katlanmasi sonucu olusan bozuk proteinin hiicrede birikimi
proenflamatuvar strese yol agip hastaligin gelismesine neden olabilir. Son teori ise;
HLA-B27 pozitif bireylerin bazi hiicre igi patojenleri ortadan kaldirmada yetersiz
olmasi esasina dayanir. HLA-B27 tasiyicilarinin Yersinia, Salmonella, Shigella
ve Chlamydia gibi hiicre i¢i mikrobiyal tiirleri 6ldiirmede yetersiz kaldigi ve bu
durumun enfeksiyonu tetikledigi  diislinlilmektedir. Bu teori de heniiz

kanitlanamamistir (JF. Zambrano-Zaragoza ve ark., 2013) (Sekil 5).

HLA-B27 hypothesis
Arthritogenic Aberrant folding of Enhanced intracellular

HLA-B27
peptide surface heavy chains misfolding microbial survival

Self-peptides with Heavy chains

homodimers Aberrantly-folded Failure of eliminate

malecular mimicry to BT T chanis
; ; ry : = I HLA-B27 ) tierobial pa1|1ug|.':||s Mechanism
microbial peptides an cell surface in the endoplasmic
reticulum

| | | |

VPR, pLMP2 NE cells Proinflammatory Effector

KIR3DL2 on T cells| cytokines

Proposed theories to explain the molecular pathogenic role of HLA-B27 in AS.

Sekil 5: HLA-B27’nin AS’deki molekiiler patojenik rolii iizerine teoriler (JF. Zambrano-
Zaragoza ve ark., 2013).

4.2.1.1. Genetik faktorler

Genetik faktorler AS’nin gelisiminde tek belirleyici olmamasina ragmen biiyiik
ol¢iide iligkilidir (S, Brophy ve ark., 2004). Patolojisi tam olarak bilinmemesine
ragmen monozigotik ve dizigotik ikizlerle yapilan ¢alismalar sonucunda hastaligin
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biiyiikk Ol¢iide kalitsal oldugu ancak bununla beraber g¢evresel tetikleyicilerin de
yaygin olabilecegi belirtilmistir (MA. Brown ve ark., 1997). Hastaligin >%95 kalitsal
oldugu tahmin edilmektedir. Ornegin AS’nin kardeslerde niiks etme riski (%9,2)
normal popiilasyonla karsilastirildiginda (%0,1) cok daha yiiksektir. Hastalikla
iliskisi tanimlanmis ilk gen olan insan Idkosit antijen (HLA)-B27 pozitif ikizler
karsilagtirildiginda monozigotik ikizlerdeki AS konkordans oranmin (%63) B27
pozitif dizigotik ikizlerden (%27) ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Benzer
istatistiki ~ degerlendirmeler AS’ye yatkinligin biyik 6lgiide kalitsalligini
diistindirmektedir (FW. Tsui ve ark., 2014).

4.2.1.1.1. MHC disindaki genler ve AS

AS ile iliskisi olan MHC dis1 genleri tanimlayabilmek icin iki anahtar ¢alisma
mevcuttur. Ik ¢alisma 2007 yilinda, 1,000 AS hastast ve 1,500 saglikli kontrol
kullanilarak yapilmistir. 14,436 benzer olmayan tek niikleotid polimorfizm (SNPs;
proteinin amino asit dizisini degistiren) genotiplemesi sonucunda ERAP1 ve IL23R
genlerinin AS ile iliskisi tanimlanmistir (Wellcome Trust Case Control Consortium
ve Australo-Anglo-American Spondylitis Consortium (TASC), 2007). ikincisi ise;
AS i¢in raporlanmis ilk genom boyu baglanti ¢calismasidir. 2,053 akraba olmayan AS
hastast ve 5,140 saglikli kontrolle yapilan c¢alisma sonucunda 2pl5 ve 2122
kromozom bolgelerinde yer alan ANTXR2 ve IL1R2 genlerinin AS ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (Australo-Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC),
2010).

4.2.1.1.1.1. Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1)

ERAPI proteinin bilinen 3 biyolojik fonksiyonu mevcuttur. Ilk olarak ERAPI,
endoplazmik retikulumda MHC Class 1 molekiillerine baglanacak antijenlerin
optimal boy uzunluklari diizenleyebilmek i¢in molekiiler cetvel gorevi goriir (L.
Saveanu ve ark., 2005). Ikinci gorevi, lipopolisakkarit (LPS) ve interferon (IFN)-
vy tarafindan indiiklenen makrofajlarin aktivasyonunda gorev alir (Y.Goto ve ark.,
2011). Son olarak, hiicre yiizeyinde bulunan sitokin reseptorlerinin yikimindan

sorumludur. Bu yikim proteinlerin enflamasyon siirecini etkileyen hiicre i¢i kimyasal
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sinyallerinin azalmasina neden olur. ERAP1’de meydana gelen fonksiyon kaybi
hiicre yiizey reseptorlerinin hiicredeki seviyelerinin artmasi ya da azalmasina yol

acar ve AS’ye yatkinlik artar (N. Haroon ve ark., 2010).

ERAPI’in AS’ye katkis1 tam olarak netlestirilememistir. Ancak ERAP1
genindeki polimorfizmlerin AS ile iliskisini anlayabilmek i¢in genin fonksiyonel

yapist iizerine diistiniilmiistiir.

ERAPI’in AS ile iligkisi 2007 yilinda yapilan bir c¢alisma sonucunda
aydinlatilmis (Wellcome Trust Case Control Consortium ve Australo-Anglo-
American Spondylitis Consortium (TASC), 2007) bunun iizerine birgcok SNP
calismasi yapilarak AS ile iligkisi ortaya konulmustur (JF. Zambrano-Zaragoza ve
ark., 2013) (Tablo 7).

Tablo 7: ERAP1 ve AS arasinda baglanti ¢alismalart (JF. Zambrano-Zaragoza ve ark.,
2013).

Toplum Yil Calisma Tipi SNP Baglanti
UK 2007 Genom-boyu rs30187 Risk
baglanti
rs27044
calismasi
UK, 2011 Genom-boyu rs30187 Risk
Avusturalyali, baglant1
Kanadali calismasi
Kanadali 2009 Vaka-kontrol rs30187 Risk
rs26653
Portekizli 2009 Vaka-kontrol rs27044 Risk
Macar 2010 Vaka-kontrol rs27044 Risk
Koreli 2010 Vaka-kontrol rs27044 Risk
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rs30187
[ranli 2012 Vaka-kontrol rs27434 Risk
rs30187
Asyali, 2011 Meta-Analiz rs27044 Risk
Avrupali
rs30187

4.2.1.1.1.2. interlokin 23 reseptor (I1L23R)

IL23R (interleukin-23 receptor) geni 1. kromozomun kisa kolunda lokalizedir
(C.Parham ve ark., 2002). IL23R geni T helper 17(Th17) hiicrelerinin {iretimi ve
farklilasma yolaklariyla baglantili olmakla beraber makrofaj, mikroglia, natural killer
hiicreleri (NK) ve natural killer T hiicreleri gibi immiinolojik hiicre tiplerinde ekprese
olur (BS. McKenzie ve ark., 2006; C. Jandus ve ark., 2008). 2008 yilinda AS
hastalarmin periferal kanlariyla yapilan c¢alismada, AS hastalarinda saglikli
kontrollere gore Thl17 hiicrelerinin sayisinin artmis oldugu tespit edilmistir (C.

Jandus ve ark., 2008).

IL23R ve ligand:1 IL23, immiin diizenleme yolaklarinin baglica bilesenleridir. Bu
nedenle son zamanlarda yapilan ¢aligmalar IL23R geninde meydana gelen baz1 tek
niikleotid polimorfizmlerinin Crohn’s hastaligi gibi bircok otoimmiin hastalikla

baglantili oldugunu gostermistir (RH. Duerr ve ark., 2006).

IL23R geninde meydana gelen polimorfizmlerin AS ile iliskili oldugu daha 6nce
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (Wellcome Trust Case Control Consortium
ve Australo-Anglo-American Spondylitis Consortium (TASC), 2007). Genom boyu
baglant1 ¢alismalar1 IL23R’deki rs11209026 ve rs11465817 varyantlarinin AS ile
iliskili oldugunu rapor etmistir (Australo-Anglo-American Spondyloarthritis
Consortium (TASC), 2010). 2013 yilinda Cinli bireylerle yapilan baska bir ¢alismada
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HLA-B27 pozitif bireylerde IL23R nin rs17375018 varyantinin AS ile iliskili oldugu
belirlenmistir (H. Dong ve ark., 2013).

4.2.1.1.1.3. interlokin 1 reseptor 2 (IL-1R2)

Insanlarda 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
hiicrelerde eksprese olur ve 29 amino asit uzunlugunda kisa bir sitoplazmik kuyruga

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

IL-1R2‘nin enflamasyon, immiinite ve Ozellikle enflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde rol oynayan proenflamatuvar bir sitokin olan IL-1 (interleukin 1) igin

yem (decoy) reseptorii olarak ¢alistig1 rapor edilmistir (X. Cui ve ark., 2003).

IL-1IR2’nin AS ile iligkili oldugu ilk olarak 2010 yilinda yaymlanmigtir
(Australo-Anglo-American  Spondyloarthritis Consortium (TASC), 2010). Bu
caligmay1 koken alan 490 AS hastas1 ve 580 saglikli kontrolle yapilan baska bir
calisma sonucunda IL-1R2 genindeki rs2302589 varyantinin ¢alisma yapilan etnik
grupta AS ile iligkili oldugu gosterilmistir (Y. Xia ve ark., 2015).

4.2.1.1.1.4. Diger genler

Anthrax toxin receptor 2 (ANTXR2), runt-related transcription factor 3
(RUNX3), interleukin-12B (I1L12B) ve tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 1A (TNFRSF1A) bolgelerinin AS ile iliskili oldugu kanitlanmistir (Australo-
Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC), 2010). 2011 yilinda
yaymlanan baska bir calismada Han Cin populasyonununda TNFRSF1A’deki
rs4149577 varyantt ve STAT3’teki rs2293152, rs1053005 varyantlart ile AS
arasinda anlamli iliski bulunmustur (SI. Davidson ve ark., 2011). 362 AS hastas1 ve
362 saglikli kontrolle yapilan bir ¢aligmada ise, Th17 hiicrelerinin degisimini uyaran
IL23°deki A1188C genotipinin AS’nin gelisimi ve siddetiyle iliskili oldugu tespit
edilmistir (RH. Wong ve ark., 2012).
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Literatiir 15181 altinda genom boyu baglanti ¢aligsmalar1 sonucu AS ile iliskili
oldugu tespit edilen genlerden bir kismi tabloda gosterilmistir (FW. Tsui ve ark.,
2014) (Tablo 8).

Tablo 8: Genom boyu baglanti ¢alismalar1 sonucu elde edilen AS ile iliskili 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
degisimlerle agiklanamayan gen ifadesindeki kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir.
Epigenetik degisimler, DNA dizisinde degisiklik meydana getirmemeleri ve geri
dondiiriilebilir olmalar1 nedeniyle genetik degisimlerden ayrilirlar. Epigenetik, aym
DNA’ya sahip hiicrelerin ve organizmalarin nasil farkli fenotipik degisikliklere sahip
oldugunun temel agiklamalarindan biridir. Memelilerde tanimlanmis baslica
epigenetik  degisiklikler DNA metilasyonu, histonlarda translasyon sonrasi

degisiklikler ve kromatin yapr degisimleri ve kodlanmayan RNA’larin etkisiyle
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olusur. Epigenetik modifikasyonlarin, mayoz ve mitoz bolinme yoluyla

kalitilabildiklerini gosteren ¢alismalar mevcuttur (JP. Hamilton, 2011).

4.3.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, bir DNA dizisindeki sitozin niikleotidinin 5° karbonuna metil
grubunun kovalent olarak baglamasiyla meydana gelir ve insan DNA’sindaki
sitozinlerin yaklasik olarak %3’ metiledir (J. Newell-Price ve ark., 2000; TM. Nafee
ve ark., 2008). Genomda sitozini takip eden guanin diniikleotitlerince zengin
bolgelere CpG adalar1 denmektedir. CpG adalar1 tim genlerin yaklasik yarisinin
promoter bolgesinde bulunur. Promoter bolgeler disinda CpG diniikleotidlerinin
yaklasik 9%80°1 normal fizyolojik kosullarda metillenmis 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 tizere dort
DNMTs tanimlanmistir (JK. Kim ve ark., 2009). DNMT1 yar1 metillenmis olan
DNA ‘y1 metiller bu nedenle metilasyonun devami i¢in 6nemlidir. DNMT3A ve
DNMT3B metile olmamis CpG diniikleotidlerini metilleyerek de novo (bastan,
yeniden) metilasyonu saglar. Her iki enzim gelisimin farkli evrelerinde gorev alir.
DNMT3B erken embriyonik donemde islev goriirken, DNMT3A embriyonik
gelisimin ilerleyen asamalarinda gérev alir (M.Okano ve ark., 1999). DNMT3A ve
DNMT3B metil vericisi olarak S-adenosyl-L-methionine (SAM)’i kullanirlar (MS.
Kareta ve ark., 2006; M.Okano ve ark., 1999) (Sekil 6).

| AN SAH CH L
(SAH-CHa) 3
=N =N
| P N ol A
N 0 DMMT3A/3B N 0
H H

Sekil 6: DNA metilasyonu (M.Okano ve ark., 1999).
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Diger DNMTs’lara yapisal benzerlik gostermesine ragmen, DNMT1, DNMT3A
ve DNMT3B’nin ¢ekirdekte lokalize olmasmin aksine DNMT2 ilk olarak

sitoplazmada lokalize olur. Bunun yaninda, DNMT?2, genomik metilasyonda gorev

almaz, aspartik asit transfer RNA’y1 (tRNAAsp) metiller (MG. Goll ve ark., 2006).
4.3.1.1. DNA metilasyonu hastalik iliskisi

DNA metilasyonu memeli gelisiminde X kromozom inaktivasyonu, genetik
damgalama (imprinting), transpozon gibi genetik elementlerin sessizlesmesi gibi
cesitli kritik silireclerde gorev alir. Bunun yaninda DNA metilasyonu gen
regiilasyonunda da onemli rollere sahiptir (E. Carri6 & M.Suelves, 2015). Genin
kodlayic1 bolgesinde meydana gelen metilasyon diisiisii (hipometilasyon) haberci
RNA’nm seviyesinde degisikliklere neden olur. Genin promoter bolgesinde bulunan
CpG adalarinda meydana gelen metilasyon artisi (hipermetilasyon) genin
transkripsiyonel olarak sessizlesmesine ve protein ifadesinin kaybolmasina neden
olur (AP. Feinberg & B. Vogelstein 1983; JK. Kim ve ark., 2009). Pankreatik kanser
ve DNA hipometilasyonu arasindaki iligkinin saptanmasi iizerine yapilan bir
calismada hipometilasyonun pankreatik kanserde siklikla goriilen epigenetik bir
mekanizma oldugu rapor edilmistir (N. Sato ve ark., 2003). Otoimmdiin enflamatuvar
bir hastalik olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) i¢in diskordant olan monozigotik
ikizlerle yapilan bir calismada, hasta ve saglikli kardesler karsilastirilmis ve hasta
kardeslerde global DNA hipometilasyonu gozlenmistir. Hastalik patogeneziyle
iliskili oldugu diisiiniilen 49 genin hasta olan ikizlerde hipometile oldugu rapor
edilmistir (BM. Javierre ve ark., 2010). Baska bir c¢alismada sistemik lupus
eritamatozuslu (SLE) hastalarda, genom boyu metilasyon analizi yapilmistir. Analiz
sonucunda, B hiicrelerinde 166 CpG diniikleotit, monositlerde 97 CpG diniikleotit ve
T hiicrelerinde 1033 CpG diniikleotit metilasyonunda saglikli gruba gore anlamli bir
degisiklik tespit edilmistir. Ug hiicre tipinde de interferon genlerinde hipometilasyon
rapor edilmistir (DM. Absher ve ark., 2013). Genom boyu DNA metilasyon
paterninin incelendigi baska bir SLE calismasinda, hastalarin CD4 (+) T hiicrelerinde
kontrollere gore 236 hipometile ve 105 hipermetile CG bolgesi tespit edilmistir.

Bunun yaninda hastalarda  otoimmiin  sistemle iliskili oldugu bilinen
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Platelet-Derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA), Bone Marrow Stromal
Cell Antigen 2 (BST2) genlerinin hipometile, T hiicre olgunlagsmasina etki eden bir
transkripsiyon faktorii olan Runt-Related Transcription Factor 3 (RUNX3)’iin
hipermetile oldugu rapor edilmistir (MA. Jeffries ve ark., 2011).

4.3.2. Histon Yap1 Degisimleri

Okaryotlarda DNA ¢ekirdekte kromatin olarak paketlenmis halde bulunur.
Kromatin, telomerler ve perisentrik bolgelerden olusan, yiiksek tekrar dizileri ve
diisiik gen igerigine sahip sessiz heterokromatin ve c¢ok sayida gen igeren,

transkripsiyonel olarak aktif 6kromatin bolgelerinden olusur.

Kromatinin basit yap1 birimi niikleozom 147 baz uzunlugundaki DNA’nin
sardig1 histon sekizlisindem (oktomer) olusur. H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarinin
herbirinin iki kopyast mononiikleozomu olusturur. Hepsi kiiresel C-terminal bolge ve

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

Sekil 7: Histonlarm yapis1 (H. Wu ve ark., 2015).

Modifikasyonlar histonlarin sahip bu kuyruklar araciligiyla saglanir (T.
Kouzarides, 2007; H. Wu ve ark., 2015) (Sekil 8).
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Sekil 8: Histon modifikasyonlar1 (H. Wu ve ark., 2015) (Me: Metilasyon; AC: Asetilasyon;
Ub: Ubikitinasyon).

Histon modifikasyonlari arjininin (R) metilasyonu, lizinin (K) metilasyonu,
asetilasyonu, ubikitinasyon ve sumolasyonu, serin (S) ve treoninin (T)
fosforilasyonunu kapsar. Farkli histon modifikasyon enzimlerinin farkli substratlari
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 Gorev
Eden Enzim
Metilasyon
H2AR11,H2AR29 | PRMT1,PRMT6 Transkripsiyonel
baskilama
H3K4 MLL1,MLL2 MLL3, | LSD1,Swm1l,Su(var)3- | Transkripsiyonel
9,JHDM1b,KDM1B, baskilama ya da
MLL4,MLL5,SET1, )
aktivasyon
KDM1A,KDM1C,
SET7/9
KDM1D
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H3K9 SUV39H1,SUV39H2, | LSD1,JHDM2a, Niikleer gelisim
i¢in
G9a, EHMT1 JHDM2b,JMID2A, )
heterokromatin
JMJD2B,JMJD2C capa
H3K27 EZH1,EZH2 UTX,JMJID3 Gen sessizlesmesi
Asetilasyon
H3K4,H3K9, KAT2A KAT2B HDAC1,HDAC2 Transkripsiyonel
aktivasyon
H3K36
Fosforilasyon
H2AS139 ATR,ATM,DNA-PK DNA tamiri
H3S10 Aurora- PP1 Mitoz,mayoz ve
B,MSK1,MSK2, transkripsiyonel
IKK-a 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-0, IkB kinase a; 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 yapi degisimleri hastahk iliskisi

Histonlarin post translasyonel modifikasyonlar1 dinamik enzim aileleri
tarafindan diizenlenir. Histonlarin asetilasyonu, histonlarin N terminal bolgesinde
bulunan lizin rezidiilerini modifiye eden histon asetiltransferazlar (HATs) tarafindan
katalizlenir. Bunun yaninda histonlarin deasetilasyonu ¢ok alt gruplu enzim aileleri
olan histon deasetilazlar (HDACs) tarafindan kontrol edilir (AJ. de Ruijter ve ark.,
2003). HDACS histonlardan asetil gruplarinin uzaklastirilmasini saglarlar ve bunun
sonucunda olusan hipoasetilasyon histonlar ve onlarin etrafin1 saran DNA arasindaki
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boslugun azalmasina neden olur. Bu durum, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya
baglanmasina engel olarak etkiledikleri genin sessizlesmesini saglarlar (SD. Briggs
ve ark., 2002). Histon metiltransferazlar arjinin ve lizin rezidiilerine metil grubunun
eklenmesini saglarlar. Histon kinazlar ise serin ve treonin rezidiilerini

fosforillenmesinden sorumludurlar (SL. Berger, 2007).

Genlerin hiperasetilasyon ve hipoasetilasyonunun ¢esitli hastaliklarla iligkili
oldugu rapor edilmistir. HDAC inhibitorlerinin kanser tedavisinde yararli teropatik
ajan olarak kullanildigi rapor edilmistir (TY. Kim ve ark., 2006). Otoimmiin bir
hastalik olan sistemik lupus eritamatozus (SLE) icin hayvan modeli kullanarak
yapilan bir ¢aligmada, trichostatin A (TSA) gibi HDAC inhibitérlerinin (HDIS)
SLE’nin tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir (N. Mishra ve ark., 2006).
Romatoid artirit (RA) hastalarinin ve saglikli kontrollerin eklemlerinden elde edilen
sinoviyal dokularinda yapilan analiz sonucu niikleer HDAC aktivitesinin ve
HDACT’in mRNA ekspresyonunun saglikli kontrollere goére anlamli bir sekilde
yiiksek oldugu tespit edilmistir (T. Kawabata ve ark., 2010). Yirmi bir ankilozan
spondilit (AS) ve otuz sekiz saglikli kontroliin periferal kan mononiikleer
hiicreleriyle yapilan bagka bir c¢alismada, HDAC/HAT aktivitesinin saglikli
kontrollere gore azaldigi rapor edilmistir (E. Toussirot ve ark., 2013). Romatoid
artirit (RA) hastalarinin analizinin yapildigi baska bir ¢calismada, hastalardaki HDAC
aktivitesi saglikli kontrollere gore anlamli derecede arttifi gosterilmis ve bunun
sonucunda RA’da HDAC aktivitesinin bozuldugu ve bu durumda tedavi i¢in hedef

gosterilebilecegi belirtilmistir (J. Gillespie ve ark., 2012).

Bu modifikasyonlarin 6nemi tam olarak anlagilmamis olmasina ragmen, lizin
asetilasyonu ve metilasyonunun transkripsiyonel aktivasyon ya da baskilamayla
iligkili oldugu tanimlanmigtir (T. Kouzarides, 2007). Lizinin
asetilasyon/deasetilasyonu ~ kromatinin  ulasilabilirligi ~ ve  transkripsiyonla
bagdastirilmasina ragmen lizin metilasyonunun etkisi metil gruplarinin sayisina ve
lizin kuyruklarindaki pozisyonuna gére degismektedir. Ornegin, H3K9 (histon H3
lizin 9) ve H3K27 (histon H3 lizin 27)‘deki trimetilasyon heterokromatin

modifikasyonuyla iliskilendirilirken, H3K4 (histon H3 lizin 4)‘deki trimetilasyon,
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H3 (histon H3) ve H4 (histon H4)“deki asetilasyon aktif trankripsiyonla ve 6kromatin
modifikasyonuyla iliskilendirilmistir (W. Fischle ve ark., 2003; MG. Pray-Grant ve
ark., 2005).

Romatoid artiritin patogenezinde yer alan epigenetik faktorlerin tanimlanmasi
icin RA hastalarindan alinan mononiikleer hiicrelerin kullanildig1 bir c¢alismada,
faktorlerin ekspresyon seviyelerinin profilini olusturmak tizere PCR Array yontemi
kullanilmistir. Calismanin sonucunda RA hastalarinda, histon kinazlar; (AURKA,
AURKB ve NEKG®), 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 iizere 14 adet genin ifadesinin anlamli sekilde arttigi ya da
azaldig1 tespit edilmistir (TT. Glant ve ark., 2013).

4.3.3. Kromatin yeniden diizenleyiciler

Birgok durumda, kromatin modifikasyonlarinin epigenetik rollleri bir kisim
0zellesmis niikleer protein setleri tarafindan arttirilir ancak bu protein setleri direk
olarak kromatin modifikasyonuna katilmayip epigenetik diizenlemede kritik rollere
sahiptir. Bu kategorideki proteinlerden en 6nemlileri kromatin yeniden diizenleme
bileskeleridir. Kromatin yeniden diizenleyiciler, ATP (adenozin trifosfat) enerjisini
kullanan, gen ifadesini aktive etmek ya da baskilamak i¢in histon modifiye edicilerle
birlikte gorev yapan enzim aileleridir. Bu kompleksler, bir ya da iki niikleozomu
kaplayarak lokal kromatin yapisinin degismesine neden olurlar (A. Saha ve ark.,

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

ATP

Chromatin »ADP

remodeling
complex —p A
; Pol
— A

Sekil 9: Kromatin yeniden diizenleyicilerin rolii (JK. Kim ve ark., 2009).
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Insanda iyi tanimlannis kromatin yeniden diizenleme 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 INO8O (inositol requiring 80) ailesidir (GG. Wang
ve ark., 2007) (Tablo 10).

Tablo 10: insan ATP bagl kromatin yeniden diizenleyicileri ve hiicresel fonksiyonlari (GG.
Wang ve ark., 2007).

Aile ve Kompleksler Yeniden Diizenleme | Kompleks
Kompleks Alt iiniteleri Fonksiyonlari
SWI/SNF Ailesi
BAF BRM,BRG1,SNF5/INI1, Tiimor baskilayici, hiicre
BAF155,BAF170, dongiisiiniin ilerlemesi,
BAF250, BAF53, B-actin DNA replikasyon, gelisim,
BRM BRM,SNF5/INI1,BAF155, farklilasma, DNA hasar
BAF170,BAF250,BAF53, tamiri
BAF60a
ISWI Ailesi
ACF/WCRF SNF2H, WCRF180/ACF1 X kromozom regiilasyonu,
CHRAC SNF2H,ACF1,CHRAC17, kohezyon, embriyonik
CHRAC15 gelisim ve farklilagma,
RSF SNF2H,p325 transkripsiyonel aktivasyon
WICH SNF2H,WSTF ve represyon, replikasyon

NURD/Mi-2/CHD Ailesi
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NURD/Mi-2/CHD Mi2-o CHD3 ya da Mi2-f | Timor
CHD4 ya da CHD1-2 ya da | baskilayicitranskripsiyonel
CHDS5,
HDAC1,HDAC2,RbAp46,
RbAp48,MTALMBD2 ya da | transkripsiyonel aktivasyon,

baskilama ve susturma,

MBD3

INOBS8O Ailesi

INO8O 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 diizenleyiciler hastalik iliskisi

Kromatin yeniden diizenleyicilerin Ankilozan Spondilit ya da benzer diger
hastaliklar i¢in rapor edilen bir caligmasi bulunmamasina ragmen c¢esitli kanser
tiirlerinde iligkili olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. SWI/SNF mutasyonlarinin
pankreatik kanserde %26, hepatoseliiler karsinomada %40, melanomada %34, mide
kanserinde ise %36 oraninda goriildiigi belirtilmistir (JA. Biegel ve ark., 2014; AH.
Shain & JR. Pollack, 2013).

4.3.4. Kodlamayan RNA’lar

Gen ekspresyonu, genomik kararliligin saglanmasi gibi g¢esitli anahtar olaylarda
kilit rol istlenen kodlamayan RNA’lar kisadan uzuna kadar cesitlilik gosterir (BP.
Lewis ve ark., 2003). Kisa kodlamayan RNA’lar; tRNA’lar, rRNA’lar, kiigiik
niikleer RNA’lar (snRNAs) ve kiigiik niikleolar RNA’lar (snoRNAs) uzun zamandan
beri bilinmektedirler. Cesitli diizenleyici rollere sahiptirler. Ornegin Ul snRNA

transkripsiyon aktivasyonunun diizenlenmesinde gorevlidir (KY. Kwek ve ark.,
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2002). Kiigiik kodlanmayan RNA’lar daha biiylik RNA 6nciil molekiillerinden elde
edilirler.

MikroRNA’lar (miRNAs), kisa interfering RNA’lar (siRNAs), PIWI-interacting
RNA’lar (piRNAs) ve repeat-associated RNA’lar (rasiRNAs) bu gruba dahildirler
(TA. Farazi ve ark., 2008).

En ¢ok calisilmis olan kodlanmayan RNA’lar mikro RNA (miRNA)‘lardir. Son
zamanlarda post-transkripsiyonel diizenleyiciler olarak incelenmeye alinmislardir.
Bu kisa (19-22 niikleotid uzunlugunda), endojen, tek zincirli, kodlanmayan RNA’lar
genlerin yaklasik %30°unu diizenler (BP. Lewis ve ark., 2003). miRNA'lar bir¢ok
genin ifadesini post transkripsiyonel asamada translasyonu baskilayarak ya da RNA
interfering silencing bileskesi (RISC) ile direk olarak mRNA degradasyonunu
indiikleyerek diizenleyen, kodlama yapmayan RNA molekiilleridir. miRNA’lar gen
susturulmasinda hedef aldigt mRNA’nin translasyonel etkinligi ya da stabilitesini
diizenler. miRNA’nin hedef dizi lizerindeki etkisi miRNA ve mRNA arasindaki baz
eslesmesinin oranina baglidir. Tam eslesmenin olmadigr durumlarda miRNA,
mRNA’nin translasyonunu baskilarken; eslesmenin tam oldugu durumlarda ise
miRNA, mRNA’nin kesimi ve yikimin1 gergeklestirir (R. Benetti ve ark., 2008 ; S.
Yan ve ark., 2014) (Sekil 10).

SiRNA’lar miRNA'’larla benzer uzunluktadir ancak miRNA’lardan farkli olarak
cift zincirli RNA’lardan elde edilirler. piRNA’lar 22-33 niikleotit uzunlugundaki
RNA’lardir ve tek zincirli 6nciill molekiillerden elde edilirler (CD.Malone &
GJ. Hannon, 2009).
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Sekil 10: miRNA olgunlasma yolagi; miRNA biyojenezi RNA polimeraz II tarafindan
cekirdekte baslar. Transkripsiyon iiriinleri farkli boylardaki hairpin yapidaki pri-miRNA’lar1
olusturur. Olusan pri-miRNA’lar RNase III enzim Drosha ve dsRNA binding domain protein
DiGeorge Syndrome critical region 8 (DGCRS8)’in olusturdugu kompleksle 70-120 baz
uzunlugundaki onciil miRNA’lara (pre-miRNA) dondiistiiriiliir. Pre-miRNA’lar exportin
5 (XPO5) ile sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA'lar sitoplazmada Dicer adli endoniikleaz ile
etkileserek olgun miRNA'ya doniisiirler (S. Yan ve ark., 2014).

4.3.4.1. Kodlamayan RNA’lar hastalik iliskisi

Kodlamayan RNA’larin bir¢ok patolojiyle iliskili oldugu diistiniilmektedir.
Cesitli hastaliklarda normal olmayan miRNA ekspresyonu tanimlanmigtir. Ornegin
prostat kanserli hastalarda miR-223-3p’nin up-regiile oldugu rapor edilmistir (Y. Wei
ve ark., 2014). Son zamanlarda yapilan galismalar miRNA’larin dolasimda tespit
edilebilir oldugunu ve bu nedenle biyobelirteg olarak kullanilabileceklerini
gostermistir. SLE, RA ve saglikli kontrollerin kullanildigi bir ¢alismada miR-21,
miR-451, miR-223 ve miR-16’nin SLE hastalarinda up-regiile oldugu ayn1 zamanda
RA hastalarinda da ekspresyonlarinin anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu
miRNA’larin aksine miR-125a-3p, miR-155 ve miR-146a’nin ekspresyonlarinin SLE
hastalarinda azaldigi rapor edilmistir (H. Wang ve ark., 2012). Romatoid artiritli
hastalarla yapilan bir ¢alismada, hastalarin kan mononiikleer hiicrelerinde miR-1464a,
miR-155, miR-132, miR-16’nin ekspresyon seviyelerinin saglikli bireylere gore
artmig oldugu rapor edilmistir (KM. Pauley ve ark., 2008). Romatoid artiritli
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hastalarda yapilan bagka bir ¢alismada ise, miR-24 and miR-125a-5p’nin ekspresyon
seviyeleri saglikli bireylere gore yiiksek bulunmus ve bu miRNA’larin hastalik
tanisinda  kullanilabilecegi distiniilmistir (K. Murata ve ark., 2013). SLE
hastalarinin katildig1 bir ¢alismada, hastalarda B hiicrelerinin biiylimesi, aktivasyonu
ve proliferasyonunda gorev alan Early B cell factor 1 (EBF1)‘i hedef alan mir-
1246’ nin ekspresyonunun saglikli bireylere gore anlamli dl¢iide azalmis oldugu rapor
edilmistir (S. Luo ve ark., 2015). 5 AS hastas1 ve 5 saglikli kontroliin katildig1 bir
caligmada miR-16, miR-221 ve let-7i’nin AS hastalarinin T hiicrelerinde saglikli
kontrollere gore yiiksek ekspresyonu tespit edilmistir (NS. Lai ve ark., 2013).

Tiim bu literatiir 15181 altinda, AS icin diskordant monozigotik ikizlerle ve
radyolojik olarak agir-hafif (hasta) ayrimi saglanmis bireylerle yapilan calismada
elde edilen sonuglar g6z oniine alinarak, daha biiyiik bir grupta yapilan ¢alisma igin,
artirit gelisimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iliskisi oldugu rapor edilen
epigenetik modifiye edicilerin ekspresyonlarindaki degisikliklerin, hastaligin tan1 ve
seyriyle iliskisinin ortaya konmasi, tanida belirte¢ olarak kullanilabilecek AS'ye 6zgii

kodlayict bolgelerin tanimlanmas1 amacglanmustir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Cahsma Grubu

Calisma grubuna ait bireyler 5 Eyliil 2014 tarihli 09. 2014. 0170 protokol kodlu
Marmara Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayimnin ardindan, Marmara
Universitesi Romatoloji Klinigi'nde takip edilen AS tanist almis hastalardan
toplanmaya baslanmistir. Hastalardan yazili ve s6zli aydinlatilmis onam varliginda
rutin tetkikleri sirasinda periferal kan 6rnekleri Norgen Blood RNA Preservative

tiiplere alinmastir.

Calismaya, Marmara Universitesi Romatoloji Klinigi’nde 2012 yilindan itibaren
takip edilen AS tanis1 almig spondiloartropati grubu hastalik (reaktif artirit, psoriyatik
artirit, enflamatuar barsak hastaligi vb) i¢in tan1 almamis ve sistemik enflamatuar
hastaligt olmadigi bilinen, 1 ¢ift diskordant monozigotik ikiz ve radyolojik
skorlamayla elde edilen klinik verilere gore 2 agir hasta ve 2 hafif hasta dahil
edilmistir. Hasta olan ikiz kardes radyolojik skoruna goére hafif hasta olarak
tanimlanmistir. Hastalarin  klinik olarak agir ve hafif seyirli AS olarak
siniflandirilmasinda servikal ve lumbosakral vertebralarin iki yonlii diiz grafi
goriintiilemelerinin yorumlanmasina dayanan MSASSS (Modified Stoke Ankylosing
Spondylitis Spine Score) ve RASSS (Radiographic Ankylosing Spondylitis
SpineScore) puanlama araglari kullanilmistir (MC. Creemers ve ark., 2005). Saglikl

ikiz kardes kontrol olarak kullanilmustir.
5.2. Kullanilan Aletler

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -80 °C Thermo (A.B.D)
Derin Dondurucu -20 °C Bosch (Almanya)
Etiiv, Heraeus (Almanya)

Kirik Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)
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Mikrosantrifiij, IEC Micro-MB (A.B.D.)
Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)
Otoklav, All American (A.B.D)

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)

Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Is1 Blogu, Techne DB-ZA (ingiltere)

Is1 Déngii Cihazi, Techne (Ingiltere)

Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)

Sogutmal1 Santrifiij [EC, MP4R (A.B.D.)

Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen (A.B.D.)
BioRad CFX Connect Real Time System, (A.B.D.)
5.3. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Falkon Tiip 50 mL, TPP (isvigre)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvigre)

Ependorf Tiip 1,5 mL, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2,0 mL, Axygen (A.B.D.)
Mikropipet Uclar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Filtreli Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Ependorf Tiip 0,5 pL, Axygen (A.B.D.)

Norgen Blood RNA Preservative Tiip, (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 (Tiirkiye)
Qubit RNA HS Assay Kit, Life Technologies, (A.B.D.)
5.4. Kullanilan Kimyasallar

Etanol, Merck, (Almanya)

B-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 Boyasi 20X, Biotium, (Hayward CA)
Molekiiler Biyoloji Sinif Saf Su, Applichem, (A.B.D.)
PBS, Applichem, (A.B.D.)

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

5.5.Kullanilan Primerler

Primerler liyofilize formda alinip steril distile su ile sulandirilarak ana stok

olusturulmus ve -20°C’de muhafaza edilmistir.
5.6.Kullanilan Cozeltiler

Calismada asagidaki ¢ozeltiler kullanilmastir.
5.6.1.Kandan RNA izolasyonu

Yikama tamponu

Kitte saglanan Wash Buffer

50 ml %2100 etanol (EtOH) eklendi.

Resiispansiyon Tamponu
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4 ml tampon i¢in 40 ml B-merkaptoetanol eklendi.
5.6.2. cDNA sentezi
Reaksiyon tamponu (5X)

Ikiyiizelli mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2, 50 mM DTT igeren
reaksiyon tamponu GeneOn Gmb First Strand cDNA PLUS Synthesis Kit (UK) seti

ile temin edilmistir.

5.6.3. Gercek zamanh Kkantitatif PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyou) ile

ekspresyon ol¢iimii
Reaksiyon tamponu (2,5X)
One-Fusion DNA Polimeraz Enzim Seti, Gene On (UK) ile temin edilmistir.

10mM dNTP

Her biri 100 mM olan dATP, dTTP, dCTP, dGTP soliisyonlarindan 10’ar pl alinarak
karistirildi ve iizerine 60 ul steril dH2O eklenerek hazirlandi.

Primerler

Ikiyiiz pmol primer stoklarindan hazirlanan 10 pmol/ul konsantrasyonundaki

¢ozeltiler kullanilmstir.
5.7. Periferal Kan Orneklerinden RNA izolasyonu

Hastalarin periferal kan orneklerinden RNA izolasyonu Norgen Blood RNA

Purification Kit kullanilarak {iiretici firma yonergeleri dogrultusunda yapildi.

I.  Yikama tamponuna 50 mililitre (ml) %100 etanol (EtOH), resiispansiyon

tampona 4 ml i¢in 40 ml B-merkaptoetanol eklendi.

ii.  Hastalarin Norgen Blood RNA Preservative Tiip i¢inde bulunan periferal kan
orneklerinden 8 ml alindi ve iizerine 1 ml PBS eklenerek 9 ml’ye

tamamlandi.
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Vi.

Vil.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.

XV.

PBS ile karistirilan kan 6rnekleri 50 m1’lik falkon tiiplere aktarildi.

Falkon tiiplere 1,5 ml RNA Ekstraksiyon Tampon A ve 1,5 ml RNA
Ekstraksiyon Tampon B eklendi.

Tiipler maksimum hizda 30 saniye vortekslendi ve karigmasi saglandi.

Ornekler hizli bir sekilde -20°C‘ye kaldirilarak 10 dakika inkiibasyona
birakildu.

Inkiibasyonun ardindan &rnekler 4°C*de 5000 g’de 30 dakika santrifiijlendi.

Santrifiijiin ardindan supernatant atildi ve tiipler ters gevrilerek pelletin

kurumasi i¢in2 dakika beklendi.

Kuruyan pelletlerin {izerine 570 pl Resiispansiyon Tamponu eklenerek RNA

pelletinin tekrar slispansiyon hale gelebilmesi i¢in vortekslendi.

Orneklerin iizerine 330 ul %100 EtOH eklenerek tekrar vortekslenerek

karigmas1 saglandi.

Kit icerisinde bulunan toplama tiipleri ve filtreler birlestirilerek lizattan 450
ul filtre tizerine eklendi ve 14.000 g’de 1 dakika santrifiijlenerek RNA’nin
filtreye baglanmasi ve diger maddelerin sivi fazda kalmasi saglandi. Toplama

tiiplerinde kalan sivilar atildi.

11. basamaktaki islem lizatin tamaminin filtrelerden ge¢mesini saglamak

tizere 2 defa daha tekrar edildi.

Filtre tizerine 400 pl yikama tamponu eklendi, 14.000 g’de 1 dakika

santrifiijlenerek kontaminantlar uzaklastirildi.

Filtre tizerine 400 pl yikama tamponu eklendi, 14.000 g’de 1 dakika

santrifiijlenerek kontaminantlar uzaklastirildi.

Filtre lizerine 400 pl yikama tamponu eklendi, 14.000 g’de 1 dakika

santrifiijlenerek kontaminantlar uzaklastirildi.
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XVi.

XVil.

XViil.

XiX.

14.000 g’de 2 dakika santrifiijlenerek filtrenin kurumasi saglandi.

Yeni toplama tiipiine alinan filtreye 150 pl Eliisyon Tamponu eklendi. 200
g’de 2 dakika santrifijiin ardindan 14.000 g’de 1 dakika daha santrifiij
yapilarak filtreye baglanan RNA’nin eliisyon tamponu igerisinde toplanmasi

saglandi.

Elde edilen RNA’lardan 3 pul RNA stogu ve 7 ul dH20 ile bir karisim
hazirlanarak ekspresyon calismasi 6ncesi DNA kontaminasyonun kontrolii

icin negatif kontroller olusturuldu.

Geri kalan RNA’lar -80°C’de saklandi.

5.8. RNA Kantitasyonu

Izolasyon sonucu elde edilen RNA’larin konsantrasyonu Qubit RNA HS Assay

Kit ve Qubit 2.0 Fluorometer yardimiyla 6l¢iildii. Olgiim icin 2 standart hazirlandi.

Her standart ve Ornek igin ¢alisma soliisyonu; total hacim 200 ul olmak iizere,

Qubit® RNA HS Reagent’in Qubit® RNA HS Buffer icinde 1:200 seyreltilmesiyle

hazirlandi. Bu islemin ardindan hazirlanan soliisyondan 190 pl ve kit igerisinde

bulunan standart #1°den 10 pl olmak iizere 0,5 ml’lik tiiplere konuldu. Karigim

vortekslendikten sonra 1 dakika inkiibasyonun ardindan standart 6lgtimii yapildi.

Ayni islem standart #2 i¢in de gergeklestirildi. Cihaz bu Olglimleri kullanarak

standart bir egri ¢izdi. Ardindan 6rneklerin 6l¢limiine gecildi. Hazirlanan c¢alisma

solisyonundan 199 pl ve izole edilen RNA’lardan 1 pl 0,5’lik tiiplere konuldu.

Vortekslendikten sonra 1 dakika inkiibe edilen orneklerin ol¢iimii gerceklestirildi.

Olciim sonuclar not edildi.
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5.9. RNA’dan ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi, RNA stok soliisyonundan 6 pl (3 ng-50 ng) alinarak, GeneOn
Gmb First Strand cDNA PLUS Synthesis Kit igerisinde bulunan kimyasallar ile

tiretici firma yonergeleri dogrultusunda gergeklestirildi.

6 ul RNA tizerine 2 pl oligo dT eklendi ve 70°C’de 10 dakika 1sisal dongiileyici
(Thermal Cycler) cihazinda bekletildi. Bekleme sirasinda her bir 6rnek igin asagidaki

reaksiyon igerigi hazirlandi (Tablo 11).

Tablo 11: cDNA sentezi i¢in hazirlanan 2. Karisim.

5X Reaksiyon dNTP Mix Reverse RNAZz Free Su
Tamponu Transkriptaz
4 ul 1 ul 1 ul 6 ul

Toplam Hacim 20 pl’ye tamamlandi.

Hazirlanan 2. karisim tiiplere eklendikten sonra 1sisal dongii cihazinda sirasiyla
45°C’de 1 saat ve enzimin inaktif olabilmesi i¢in 65°C’de 10 dakika bekletildi. Elde
edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

5.10. RNA Ekspresyonunun Ger¢ek Zamanh Kantitatif PZR Reaksiyonu ile
incelenmesi (PCR Array)

Gergek zamanh kantitatif PZR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu)
olarak bilinen kantitatif PZR niikleik asitlerin ¢ogalmasi i¢in kullanilan gii¢lii bir
yontemdir. Sistemdeki anahtar, ¢ogalma sirasinda floresan boyalarla gogalmanin
gercek zamanl takibine olanak saglamasidir. Eva Green bu boyalardan biridir. Cift
iplikli DNA’ya baglanarak 1s1ma verir. Cogalma sirasinda primerlerin baglanmasinin
ardindan gecilen uzama evresinde DNA’ya baglanan Eva Green miktar1 artar ve
bunun sonucu olarak yayilan floresan miktar1 artar. SYBR Green gibi boyalarin

aksine, Eva Green’le yapilan ¢alismalarda daha diisiik PZR inhibisyonu ve boyadan
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kaynakli meydana gelen spesifik olmayan ¢ogalmanin nispeten daha diisiik oldugu
tespit edilmistir (F. Sang & J. Ren, 2006; F. Mao ve ark., 2007).

Eva Green boyasindan alinan isimanin bir esik degeri vardir. Isimanin esik
degerinin asildig1 noktaya Ct (cycle threshold) ya da Cp (crossing point) degeri denir.
Esik degerinin asildigt an DNA’nin ¢ogaldigindan emin olunmaktadir. Ancak esik
degerinin asildig1 istenilen bolgenin cogaldiginin kaniti olmadigindan c¢ogalan
bolgenin erime sicakligi incelenmelidir. Cift iplikli DNA’nin %50’sinin denatiire
oldugu sicaklik erime sicakligi adini alir. Erime sicakligit DNA’nin uzunluguna ve
baz igerigine bagh olarak degisir. Bu yontemde PZR ile ¢ogaltilan DNA dizisinin
erime sicakligi goriintiilenebilmektedir. Benzer sicaklik aralarindan alinan pikler

istenilen DNA dizisinin ¢ogaldigi anlamina gelmektedir.

Gergek zamanli kantitatif PZR ile, belirli kosullar altinda, hastadan hastaya,
dokudan dokuya, hiicreden hiicreye ekspresyonu degismeyen bir ‘’housekeeping’’
gen ekspresyonunun hedef gen ekspresyonuyla kiyaslanmasina dayanan goreceli
kantitasyon yontemiyle inceleme saglanabilmektedir (EM. Glare ve ark., 2002). Bu

yonteme delta delta Ct yontemi denir. Yontem asagidaki formiile dayali kantitasyon
yapar.

R = (E hedef)ACphedef (kontrol-6rnek)

(E referanS)ACpreferans (kontrol-6rnek)

Formiildeki oran (R) hedef gen ekspresyonun kontrole oranini, E; verimliligi
(efficiency), ACP ise Ct degerlerinin farkini temsil etmektedir. Hedef gen ve referans
genin verimlilikleri birbirlerine esit ve 2 kabul edildiginde hesaplamalarin yapilacagi

formiil asagidaki gibi olmaktadir.

R = 2—(ACP ornek — ACP kontrol)

R = 2—AACP

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

kimyasallar, Eva Green Boyasi, Integrated DNA Technologies firmasi tarafindan
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sentezlenen primerler ve dNTP mix kullanilarak BioRad CFX Connect Real Time
System cihazinda satici firma yonergelerine uygun olarak gergeklestirildi. Reaksiyon

her bir gen i¢in asagidaki gibi hazirlandi (Tablo 12).

Tablo 12: Her bir 6rnek igin hazirlanan PZR igerigi.

dH20 Eva Buffer | dNTP Forward | Reverse | Enzim | Template

Green Karigimi | Primer | Primer

2,3 ul 0,4 ul 4 ul 0,2 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,1 ul 2 ul

Toplam Hacim 10 pl

Reaksiyonda kullanilan primer ve kodlar1 Tablo 13 ‘de verilmistir. Parantez
igindeki sayilar primer kodlarmi temsil etmektedir. Primerler Primer3 yazilimi
(http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ Erisim tarihi: 15 Eylil 2015) kullanilarak

tasarlandu. Tasarlanan primerlerin kontrolleri Primer Blast

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

yapildi. Bilgisayar ortaminda kontrol edilen primerlerin ¢alisip ¢calismadigi reaksiyon

ile kontrol edildi.

Tablo 13: PZR reaksiyonunda kullanilan primer ve kodlar.

Kromatin Yeniden Diizenleme Kompleksleri

Metil-CpG DNA’ya Baglanan Proteinler

MBD4- | MBD3- | MECP2-F-
F-R F-R R

(15) (70) (56)

CCCTC — Baglanma Faktori
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CTCF-F-
R

(43)

Kromatin Modifiye Edici Enzimler

Histon Fosforilasyon

AURKA- | AURKC | AURKC- NEK6 F-R | PAK1-F- | RPS6KA | RPS6KA
F-R -FR F-R R 3-F-R 5-F-R
(39)

1) (16) (25) (52) (66) (11)
DNA Metiltransferazlar
DNMT1- | DNMT3 | DNMT3A-
F-R B-F-R F-R
(57) (30) (44)
Histon Asetiltransferazlar
ATF2-F- | CDYL- CIITA-F-R | CSRP2BP- | ESCO1- ESCO2- HAT1-F- | KAT2A-
R F-R F-R F-R F-R R F-R

(17)
(71) (2 (31) (45) (58) (72) (3)
KAT2B- | KAT5-F- | MYST1-F- | MYST2-F- | MYST3- | MYST4- | NCOAl1- | NCOA3-
F-R R R R F-R F-R F-R F-R
(18) (32) (46) (59) (73) (4) (19) (33)
NCOAG6-
F-R
(47)
Histon Metiltransferazlar
CARM1- | DOT1L- | EHMT2-F- | PRMT1-F- | PRMT2- | PRMT3- | PRMT5- | PRMT6-
F-R F-R R R F-R F-R F-R F-R
(74) ®) (20) (48) (61) (75) (6) (21)
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PRMT7- | PRMT8- | SETDB2- | SMYD3- SUV39H | MLLS3-F- | MLL5-F- | MLL-F-R
F-R F-R F-R F-R 1-F-R R R

(34)
35) (49) (62) (76) ) (36) (50)
SET Domain Proteinleri (Histon Metiltransferaz Aktivitesi)
ASHI1L- | NSD1-F- | SETD1A- | SETD1B- | SETD2- | SETD3- | SETD4- | SETD5-
F-R R F-R F-R F-R F-R F-R F-R
(22) (63) (77) (8) (23) @7 (51) (64)
SETD6- | SETD7- | SETD8-F- | SETDB1- | SUV420 | WHSC1-
F-R F-R R F-R H1-F-R | F-R
(78) 9) (24) (38) (65) (10)
DNA&Histon Demetilazlar
KDM5A- | KDM5B | KDM5C- | KDM4A- | KDM4C- | KDM6B- | MBD2-
F-R -F-R F-R F-R F-R F-R F-R
(60) (26) (40) (53) (67) (12) 27)
Histon Deasetilazlar
HDAC1- | HDAC2- | HDAC3-F- | HDAC4-F- | HDAC5- | HDAC6- | HDACT7- | HDACS-
F-R F-R R R F-R F-R F-R F-R
(41) (54) (68) (13) (28) (42) (55) (69)
HDAC9- | HDAC1
F-R 1-F-R
(14) (29)

Ornekler analiz edilmeden 6nce negatif kontroller (RNA izolasyonundan sonra

seyreltilmis ornekler) ve pozitif kontroller (¢cDNA sentezi gergeklestirilmis 6rnekler)
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sirasiyla RNA izolasyonu sirasinda DNA kontaminasyonu olup olmadigini ve cDNA
sentezinin gergeklesip gerceklesmedigini gozlemlemek amaciyla ¢alisildi. Kontroller

icin kurulan reaksiyon tablo 11°de verilen igerige uygun olarak hazirlandi.

Calisma sirasinda “’housekeeping’” gen olarak bilinen GAPDH (80 numarali

gen) (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) kullanildi (RD. Barber ve ark.,
2005).

PZR protokolii ve dongii kosullar asagidaki gibidir (Sekil 11)(Tablo 14).

1 2 3 4 5 6 7 8
95,00[= 950 C 950 C %0 C
10:00 05 0:05 05 C
720 C 700 C
600 C 0:30 G 0:01
010 ol ? )] 400 C
0 0:30
2
|< 40 x

—

55,0 C for 10:00
—~ 2 950 C ford:15
3 600 C for0:10
Slow Ramp Rate to 50 C per second
4 720 C for0:30
+ Plate Read
B GOTOZ2 40 mare times
£ 950 C for0:05
7 MetCurve 700 to950 C. increment 0.5 C,

for 0:01 + Plate Read
g 400 C for0:30
END

Sekil 11: Gergek Zamanli PZR protokolii.

Tablo 14: Gergek Zamanli PZR dongii kosullart.

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

Baslangic¢ 95 10 dakika

Denatiirasyonu
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Denatiirasyon 95 15 saniye 40 dongii

Primerlerin 60 10 saniye
Baglanmasi

Uzama 72* 30 saniye
Erime Egrisi | 95 5 saniye

(Melting Curve)

70** 1 saniye
95** 5 saniye
Soguma 40 30 saniye

*Uzama evresinin sonunda floresan sinyal ol¢iiliir.

**Her 1 saniyede 0,5°C artis gostererek 70°C’den 95°C’ye cikilir, floresan sinyal 6lgilir.
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6. BULGULAR
6.1. RNA Konsantrasyon Sonuglari

Bes hasta ve bir saglikli bireyin periferal kanlarindan izole edilen RNA
konsantrasyonlari deneylerde kullanilabilir araliktadir. Konsantrasyon degerleri

asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 15).

Tablo 15: Orneklerin RNA konsantrasyon sonuglar.

Ornek | RNA Konsantrasyonu ng/pl
1 4,62 ng/pl
1,15 ng/ul
0,575 ng/ul
2,2 ng/ul
6,91 ng/pul
1,67 ng/ul

o O &l WO DN

6.2. Primer Dogrulamasi

Primerlerin ¢alisip calismadiklar1 bilgisayar ortaminda dogrulandiktan sonra,
genomik DNA kullanilarak kurulan reaksiyon ile denenmistir. Genomik DNA
kullanilarak primer dogrulama islemi baz1 primer ¢iftleri i¢in iki defa tekrarlanmistir.

Elde edilen pikler ve sonuglar tiim primerlerin galistigini gostermistir (Sekil 12).
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Sekil 12: Primer dogrulamasi.
6.3. Gercek Zamanh Kantitatif PZR Sonuglar:

Periferal kan orneklerinden elde edilen RNA’lar cDNA’ya cevrildikten sonra

gercek zamanli kantitatif PZR ile analiz edilerek goreceli kantitasyon yontemiyle
degerlendirildi.

Tiim gen bolgeleri ve hastalar incelenmeden once negatif kontrol ve pozitif
kontrollerle yapilan analiz RNA izolasyonu sirasinda DNA kontaminasyonu

olmadigini ve ayn1 zamana cDNA’larin basariyla elde edildigini gdstermistir (Sekil
13).

sooo I 7

Melt Curve EI Melt Peak EI
T T T T T T T T T T
: : ' : : ) .

1200 1.
8000
1000 -
7000 F- .1 ao b
soo0 L.
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so0 L. ..
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5000 F--:

400 4+ - ¢

4000 +- ¢ 200 4 :

3000 §.;

1 i i i i

+ t t + + t + t

70 75 80 a5 80 95 70 75 80 85 90 95
Temperature, Celsius

Temperature, Celsius

Sekil 13: Negatif ve pozitif kontrollerin erime sicakligi egrisi ve pikleri.

Negatif ve pozitif kontrollerden elde edilen sonuglardan sonra, bes hasta ve bir
saglikli bireyin (ikiz AS) analizi yapildi. Housekeeping olarak kullanilan GAPDH ile
normalizasyon yapildi. 2°AACt yontemi kullanilarak elde edilen ekspresyon

diizeyleri ile ii¢ farkli analiz yapildi. ik analizde saglikli ikiz ve hasta ikiz (hafif
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hasta) karsilastirild1 (Tablo 16). ikinci analizde hastalar ve saglikli ikiz karsilastirild

(Tablo 17 ve Tablo 18). Son analizde ise agir hastalar ile hafif hastalar karsilastirild

(Tablo 19). Hastalara ait erime egrileri ve pikleri asagida gosterilmistir (Sekil 14).

Tablo 16: Hasta ve saglikli ikizin 2" AACt yontemi kullanilarak elde edilen ekspresyon
diizeyleri (80 numarali hedef housekeeping gen).

Hedef 2"AACt | Hedef 27AACt | Hedef 2°AACt | Hedef 2"AACt
Gen Gen Gen Gen

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
13 151 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: Agir hastalar ve saglikli ikizin 2" AACt yontemi kullanilarak elde edilen
ekspresyon diizeyleri (80 numarali hedef housekeeping gen)(Agir hastalarin ortalama Ct
degerleri baz alinarak hesaplanmustir).

Hedef | 27AACt | Hedef | 27AACt Hedef Gen | 2"AACt | Hedef | 2°AACt
Gen Gen Gen

1 1,46 |21 4,53 41 048 |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
4 095 |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 53 206 |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
16 163 |36 1,08 56 1,21 |76 1,93
17 168 |37 1,54 57 1,05 |77 1,41
18 0,62 |38 - 58 0,47 |78 1,75
19 019 |39 0,17 59 1,74 |80 1,00
20 0,32 |40 - 60 0,26

Tablo 18: Hafif hastalar ve saglikl ikizin 2"AACt yontemi kullanilarak elde edilen

ekspresyon diizeyleri (80 numarali hedef housekeeping gen)(Hafif hastalarin ortalama Ct
degerleri baz alinarak hesaplanmustir).

Hedef | 27AACt | Hedef | 27AACt Hedef Gen | 2"AACt | Hedef | 2°AACt
Gen Gen Gen

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: Agir hastalar ve hafif hastalarin 2"AACt yontemi kullanilarak elde edilen
ekspresyon diizeyleri (80 numarali hedef housekeeping gen)(Agir ve hafif hastalarin

ortalama Ct degerleri baz alinarak hesaplanmistir).

Hedef | 2"AACt | Hedef 2°AACt | Hedef 2°AACt | Hedef 2°AACt
Gen Gen Gen Gen

1 251 |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
4 054 |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
7 019 |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 50 045 |70 0,49
11 012 |31 0,39 51 062 |71 0,66
12 2,68 |32 0,52 52 098 |72 0,33
13 0,78 |33 0,5 53 0,36 |73 0,59
14 029 |34 0,59 54 1,17 |74 12,64
15 041 |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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Sekil 14: Hastalarin ve saglikli bireyin erime Sicakligi egrileri ve erime pikleri: a-b; 6
numarali hasta, ¢; 1 numarali hasta, d-e; 2 numarali hasta, f-g; 4 numarali hasta, h-i; 5
numarali hasta, j-k; 3 numarali saglikli ikiz. Farkli hastalarin ayn1 gen bdlgelerinin erime
sicakligr egrileri tek tek incelendiginde, aymi sicakliklarda pik verdigi goriildii. Bu durum
RT- PZR’nun basaril ve spesifik oldugunu gostermektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma, artirit gelisimi ve romatoid artiritin patogeneziyle iligkisi oldugu
rapor edilen epigenetik modifiye edicilerin ekspresyonlarindaki degisikliklerin
Ankilozan Spondilit ile iliskisini saptamak amaciyla yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda
calismada diskordant monozigotik ikizler (hasta olan ikiz hafif hasta grubunda) ile
hastaligin radyolojik skorlamasina gore agir ve hafif grup olarak klinikte tanimlanan
iki grup hasta (2 agir ve 3 hafif) ve 1 saglikli birey (saglikli ikiz) kullanildi.
Diskordant monozigotik ikiz kullanildig1 ve ikizlerin genetik yapilarnin birebir ayni
oldugu goz Oniine alindig1 i¢in az sayida Ornekle ¢alismayr sunmak epigenetik
degisikliklerin gosterilmesi acisindan anlamli sonuglar elde edilecegini diislindiirdii.
Ayni zamanda radyolojik skorlama sonucu klinik tanimlamayla agir hasta-hafif hasta
ayriminin net sekilde yapilabilmesi hasta gruplarindaki ¢alisilan 6rnek sayisinin da
yeterli oldugunu disiindiirdii. Tim bu bilesenler géz oOniline alinarak az sayida

ornekle ¢cok sayida gen taranarak hastalikta epigenetik katki incelendi.

SpA hastalik grubunda yer alan AS’nin nedeni tam olarak bilinmemektedir
ancak genetik ve cevresel faktorlerin her ikisinin de hastaligin patogenezinde 6nemli
rolleri oldugu diistiniilmektedir (E.B Gouveia ve ark., 2012). Genetik faktorlerin
AS’nin gelisiminde tek belirleyici olmamasina ragmen biiyiik ol¢iide iliskili oldugu
rapor edilmistir (S. Brophy ve ark., 2004). Monozigotik ve dizigotik ikizlerle yapilan
caligmalar hastaligin biiyiik 6l¢iide kalitsal oldugu ancak bununla beraber cevresel
tetikleyicilerin de yaygin olabilecegini diisiindiirmektedir (MA. Brown ve ark.,
1997). Otoimmiin enflamatuvar bir hastalik olan sistemik lupus eritamatozus (SLE)
icin diskordant olan monozigotik ikizlerle yapilan bir ¢calismada, hasta ve saglikli
kardesler karsilastirilmis ve hasta kardeslerde global DNA hipometilasyonu tespit
edilmistir (BM. Javierre ve ark. 2010).

Calismada gercek zamanl kantitatif PZR ile ekspresyon 6l¢iimii sonrasinda elde
edilen veriler 2"AACt yontemi kullanilarak hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda
saglikl ikiz- hasta iKiz, agir hasta-saglikl ikiz, hafif hasta-saglikli ikiz ve agir hasta-
hafif hasta karsilastirmalar1 yapilmistir. Calisilan Ornekler kendi iginde GAPDH
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housekeeping gen ile hastalar ise kendi aralarinda saglikli birey kullanilarak
normalize edildi. GAPDH bir¢cok ekspresyon calismasinda i¢ kontrol olarak
kullanilan housekeeping gen oldugu i¢in bizim calismamiz i¢in de i¢ kontrol olarak
secilmistir (TT. Glant ve ark., 2013; QZ. Sun ve ark., 2010). Ayni1 zamanda 72 insan
dokusu kullanilarak GAPDH’in ekspresyonlarinin incelendigi bir c¢alismada,
GAPDH’1n ekspresyon caligsmalarinda iyi bir i¢ kontrol oldugu rapor edilmistir (RD.
Barber ve ark., 2005).

Saglikli ikiz-hasta ikiz karsilastirilmasi yapildiginda; hasta ikizde bes genin
(PRMT6, SUV420H1, SETD7, NCOA3, KAT2B) ekspresyonlariin saglikli ikize
gore arttigi (R>2), yedi genin ekspresyonlarinin ise (SMYD3, NEK6, RPS6KAS,
KDM6B, MLL, PRMT3, DNMTI1) saglikli ikize gore azaldigi (R<0,6) tespit

edilmistir.

Lysine N-Methyltransferase 5B (SUV420H1)’ nin otoimmiin hastaliklarla ya da
hemotolojik kanserlerle baglantili oldugunu diislindiiren ¢aligmalar rapor edilmistir.
Bunun yaninda SUV420H1 ve SET And MYND Domain Containing 3 (SEMYD3)’de
meydana gelen degisimlerin meme Kkanseriyle iligkili oldugu ve tedavi igin
kullanilabilecegi diistiniilmektedir (L. Liu ve ark., 2015; G. Lauc ve ark., 2013). T
hiicre aracili otoimmiin bir hastalik olan Aropesi areata hastalarinda yapilan bir
calismada SET Domain Containing (Lysine Methyltransferase) 7 (SETD7) nin,
artmis ekspresyonu gozlenmistir. Ayni ¢alisma bizim verilerimizin aksine Lysine
(K)-Specific Methyltransferase 2A (MLL)’'nin da artmis ekspresyonunu rapor
etmistir. Elde ettigimiz verilerde SETD7 nin ekspresyonunda saglikli ikize gore artis
gozlenirken MLL’nin ekspresyonunda azalma gozlenmistir (M. Zhao ve ark., 2012).
Nuclear Receptor Coactivator 3 (NCOA3)’iin ¢esitli kanser tiirleriyle iliskili oldugu
gosterilmistir
(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=NCOA3&keywords=NCOA3
Erisim tarihi: 21 Mayis 2015). K(Lysine) Acetyltransferase 2B (KAT2B)’nin ise

virlis enfeksiyonu, meme kanseri, prostat kanseri, losemi ile iliskilendirilmistir
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KAT2B&keywords=KAT2B
Erisim tarihi: 21 Mayis 2015).
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Ekspresyonu saglikli ikize gore azalmis olan ve gesitli kanser tiirleriyle iligkisi
oldugu disiiniilen Ribosomal Protein S6 Kinase, 90kDa, Polypeptide 5
(RPS6KA5)’in enflamasyonla direk baglantis1 oldugunu gosteren hiicre kiiltiir
calismast literatiirde gosterilmistir (L. Reber ve ark., 2009).

Ankilozan spondilit ile benzer 6zelliklere sahip olan sistemik lupus eritamatozus
ve DNMT1 arasindaki iliskinin gosterildigi ¢alismalar mevcuttur. Sistemik lupus
eritamatozuslu hastalar ve saglikli kontroller kullanilarak yapilan bir calismada
hastalarda metilasyon seviyesinin ve DNMTI1 ekspresyon seviyesinin saglikli
kontrollere gore azaldigi tespit edilmistir (JJ. Zhou ve ark., 2013). Benzer sekilde
yine sistemik lupus eritamatozuslu hastalar ve saglikli kontrollerle yapilan baska bir
calismada hastalarda global hipometilasyon ve DNMTL1 ekspresyon seviyesinde
saglikli kontrollere gore azalma tespit edildigi rapor edilmistir (X. Zhu ve ark.,
2011). Yapilan ¢alisma ve hesaplamalar sonucunda elde edilen verilerde, hasta ikizde
saglikliya gore DNMT1’in azalmis ekspresyonu literatiirde daha dnceden gosterilen

verilerle paralellik gostermistir.

Hafif hasta-saglikli ikiz karsilagtirllmasiyla elde edilen sonuglara bakildiginda
otuz dort genin (AURKA, CDYL, PRMT6, ASHIL, SETD2, NSD1,SETDS, SETDS,
DOT1L, AURKB, ESCO1, HDAC5, HDAC1l1l, PRMT8, HDACS8, WHSC1,
DNMT3B, MBD3, CSRP2BP, KATS5, KDM4A, MYST3, HDACY9, PRMTY7,
PRMT3, AURKC, MLL3, MECP2, SMYD3, CIITA, SETD3, SETD1A, SETDS6,
MYST2) ekspresyonlarinin saglikli ikize gore arttigi (R>2), sekiz genin (HDACI,
CTCF, HDAC3, MLL5, KDM6B, PAK1, HDAC2, NEK®6) ekspresyonlarinin saglikli
ikize gore azaldig1 (R<0,6) tespit edilmistir. Aurora Kinase A (AURKA) ve Histone
Deacetylase 11 (HDACI1) genlerinin romatoid artiritli hastalarda da saglikli
kontrollere gore ekspresyonunun arttigi rapor edilmistir (TT. Glant ve ark., 2013).
SETD1B, SETDB1, PRMT1 genlerinin hafif hastalarda agir hastalarda oldugu gibi

eksprese olmadigi tespit edilmistir.

Agir hasta- saglikli ikiz karsilagtirilmasi yapilan analiz sonucunda, yedi adet
genin (PRMT6, PRMT8, DNMT3B, MBD3, KDM4A, MYST3, PRMT3)

ekspresyonlarinin saglikli ikize gore arttigi (R>2), on yedi adet genin (HDACL,
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SETDB2, CTCF, DNMT3A, KDM5B, RPS6KA3, MBD2, NCOA6, HDACS,
KDM5A, MLL5, KDM6B, MBD4, ESCO2, NCOAl, NEK6, EHMT2)
ekspresyonlarinin saglikli ikize gore azaldigi (R<0,6) tespit edilmistir. Bunlarin
yaninda dort adet genin (PRMTS, SETDI1B, SETDB1, PRMT1) agir hastalarda
eksprese olmadigi tespit edilmistir. Metile olmamis CpG diniikleotidlerini
metilleyerek de novo (bastan, yeniden) metilasyonu saglayan ve gelisimin farkli
evrelerinde gorev alan DNMT3A ve DNMT3B’nin ekspresyon seviyelerinin
sistemik lupus eritamatozuslu hastalarda incelendigi bir ¢alismada hasta ve saglikli
kontroller arasinda anlamli fark bulunamamustir (X. Zhu ve ark., 2011; M.Okano ve
ark., 1999). Bu nedenle DNMT3A ve DNMT3B i¢in elde ettigimiz sonuglarin
anlamli olabilmesi i¢in daha biiyilk bir hasta grubuyla tekrar c¢alisilmasi
gerekmektedir. Literatirde SET Domain, Bifurcated 2 (SETDB2)’nin romatoid
artiritli hastalarda ekspresyonunun saglikli kontrollere gore anlamli bir sekilde
azaldiginin tespit edildigi ¢alisma mevcuttur (TT. Glant ve ark., 2013). Elde ettigimiz
veriler bu ¢alismayla paralellik gostermektedir. Lysine (K)-Specific Demethylase 5B
(KDM5B)’nin mide kanserinde saglikli kontrollere gore ekspresyonunun arttigi ve
mide kanserinin tedavisinde kullanilabilecegi rapor edilmistir (Z. Wang ve ark.,
2015). AS ile iligkisinin gosterildigi bir calismaya rastlanmamistir. Calismada
saglikli ikize gore ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilen Euchromatic Histone-
Lysine N-Methyltransferase 2 (EHMT2) ve Lysine (K)-Specific Demethylase 5A
(KDM5A)’nin Aropesi areata hastalarinda saglikli kontollere gore ekspresyonlarinin
arttig1 gosterilmistir (M. Zhao ve ark., 2012). Romatoidli hastalarda kontrollere gore
artmis ekspresyonu rapor edilen Establishment Of Sister Chromatid Cohesion N-
Acetyltransferase 2 (ESCO2)’nin bizim bulgularimizda saglikliya gore azalmis
ekspresyonu gozlendi. Ayni ¢alismada enflamatuvar yolaklar1 etkileyen ve
epigenetik sinyalleri baskilayan Lysine (K)-Specific Demethylase 6B (KDM6B)’ nin
ekspresyonunun saglikli kontrollere gore anlamli bir sekilde arttig1 rapor edilmistir.
Bizim bulgularimizda KDM6B’nin ekspresyonunun hasta bireylerde arttig1
gozlenmistir. AS ile iliskisi bulunan yolaklar1 etkiledigi diisliniilen bu genin
ekspresyonuna daha biiyiik bir hasta grubunda tekrar incelenmesi diistiniilebilir (TT.
Glant ve ark. 2013).
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Ucg analiz sonucu karsilastirildiginda (hasta ikiz-saglikli ikiz, agir hasta-saglikl
ikiz, hafif hasta-saglikli ikiz) elde edilen verilere gore Protein Arjinin Metiltransferaz
(PRMT6) geninin her {i¢ analizde de saglikli ikize gore artmis ekspresyonu tespit
edildi. Metiltransferaz olan PRMT6 daha 6nce kalpte hizli kalp atimina (tasikardi)
neden olabilecek sekilde ekstra bir elektriksel yol gelisen bir dogumsal kusur olan
Wolff Parkinson White Sendrome ile iliskilendirilmistir. Romatoid artiritli hastalarla
yapilan bir ¢alismada saglikli kontrollere gore yiliksek ekspresyonu rapor edilmistir
(TT. Glant ve ark., 2013). Literatiirde ankilozan spondilitle iliskilendirildigine dair
bir ¢alismaya rastlanilmamustir. Lizin Spesifik Demetilaz 6B (KDM6B) ve NIMA
(Never In Mitosis Gene A)-Related Kinase 6 (NEK6) genlerin ise her ii¢ analiz
sonucunda saglikli ikize gore azalmis ekspresyonu tespit edildi. NEK6 Kkas
giicsiizligli ve zayiflamasina neden olan Miyotonik Distrofi ile iliskilendirilmistir.
Romatoid artirit hastalariyla yapilan calismada bulgularimizin aksine NEKG6 ve
KDM6B ‘nin hastalarda artmis ekspresyonu rapor edilmistir (TT. Glant ve ark.,
2013).

SETD1B, SETDB1, PRMT1 genlerinin ise hem agir hem de hafif hastalarda
ekspresyonunun olmadigr tespit edilmistir. Protein Arjinin Metiltransferaz 1
(PRMT1) Hepatit C ve c¢esitli kanserlerle iliskilendirilmistir. Ornegin akciger
kanserinde epitelyal mezankimal geciste, metastazda ve invazyonda regiilator olarak
gorev yaptigl, meme kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir
(S. Avasarala ve ark., 2015; K. Mathioudaki ve ark., 2011). Bunun yaninda astimli
farelerde yapilan bir ¢calismada ekspresyonunun saglikli kontrollere gore arttig1 rapor
edilmistir (QZ. Sun ve ark., 2010). SET Domain Containing 1B (SETD1B)‘de
meydana gelen degisimlerin meme kanseriyle iligkili oldugu ve tedavi icin
kullanilabilecegi disiiniilmektedir (L. Liu ve ark., 2015). SET Domain, Bifurcated
1(SETDB1) ise Hungtinton hastalig ile iliskilendirilmistir.

Hasta gruplarinin saglikli ikizle karsilagtirildigr verilere bakildiginda PRMT6
hari¢ alt1 adet genin (PRMTS, DNMT3B, MBD3, KDM4A, MYST3, PRMT3) her
iki analiz sonucunda da (agir hasta-saglikli ikiz, hafif hasta-saglikli ikiz) hastalarda

artmis ekspresyonlari tespit edildi. Protein Arjinin Metiltransferaz 8 (PRMTS) geng
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sinir  hiicrelerinde  olusan periferal primitif noéroektodermal tiimor ile
iligkilendirilmistir. DNMT3B geni daha oOnce de anlatildigi {izere metilasyonu
katalizleyen enzim ailesi grubundadir ve erken embriyonik donemde islev goriir.
Methyl-CpG Binding Domain Protein 3 (MBD3) kromatin yeniden diizenleyen
proteinlerdendir. Subakut kutanoz lupus eritematozus ile iligkilendirilmistir. Aropesi
areata hastalariyla yapilan ¢alismada bulgularimizin aksine Lizin Spesifik Demetilaz
4A (KDM4A)’ nin ekspresyonunun saglikli bireylere gore azaldig: tespit edilmistir
(M. Zhao ve ark.,, 2012). Lizin Asetiltransferaz 6A (MYST3) l6semi ile
iligkilendirilmistir ancak ankilozan spondilit ile iligkisi bulunduguna dair ¢alismaya
rastlanilmamistir. Kronik enflamatuvar bir hastalik olan astimli farelerde yapilan bir
calismada Protein Arjinin Metiltransferaz 3 (PRMT3) geninin ekspresyonunun bizim
bulgularimizla paralellik gostererek anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir (QZ. Sun
ve ark., 2010). PRMT3 yalnizca hasta ikiz-saglikli ikiz karsilastirilmasinda hasta
ikizde azaldig tespit edilmistir.

Bunlarin yaninda HDACI1, CTCF, HDAC3 ve MLLS genlerin ekspresyonunun
hasta gruplarinda saglikli ikize gore azaldigi tespit edilmistir. HDACL g¢esitli
kanserle iliskilendirilmesinin yan1 sira ankilozan spondilit, sistemik lupus
eritamatozus, romatoid artirit gibi hastaliklarla da iligkilendirilmistir. Romatoid
artiritli hastalarla yapilan bir ¢calismada HDAC1’in mRNA ekspresyonunun saglikli
kontrollere gore anlamli bir sekilde yiiksek oldugu rapor edilmistir (T. Kawabata ve
ark., 2010). Ancak elde ettigimiz sonuglarda HDAC1’in ekspresyon seviyesinin
hasta gruplarinda saglikl ikize gore azaldig: tespit edildi. Elde ettigimiz sonuclarla
da paralel olarak HDAC3’lin benzer 6zelliklere sahip bir hastalik olan sistemik lupus
eritamatozuslu hastalarda saglikli kontrollere gore ekspresyon seviyesinin azaldigi
rapor edilmistir (YT. Leung ve ark., 2015). Lysine (K)-Specific Methyltransferase 2E
(MLLS) geni ise 16semi ile iligkilendirilmistir. CCCTC-Binding Factor (Zinc Finger
Protein) (CTCF) noronal bir hastalik olan Mental Retardation, Autosomal Dominant
21 ile iliskilendirilmistir. MLL5 ve CTCF genlerinin ankilozan spondilit ile

iligkisinin goriildiigl bir ¢aligmaya rastlanilmamastir.
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Hasta gruplarmin (agir hasta-hafif hasta) karsilastirlmasiyla elde edilen
sonuglara bakildiginda KDM6B, Aurora Kinase A (AURKA) ve Coactivator-
Associated Arginine Methyltransferase 1 (CARMI) genlerinin agir hasta grubunda
ekspresyonunun hafif hasta grubuna gore artmis oldugu tespit edildi. Artiritli
farelerle yapilan bir ¢calismada AURKA’nin artiritli farelerde normal farelere gore
ekspresyonunun arttigt ve AURKA’nin RA tedavisinde kullanilabilecek bir ajan
oldugu rapor edilmistir (TT. Glant ve ark., 2013). CARMI1 ‘in SWI/SNF kromatin
yeniden diizenleme kompleksinin alt iinitelerini metilleyerek meme kanserinin
ilerlemesini ve metastazi arttirdigi rapor edilmistir (X. Wang & CW. Roberts, 2014).
Bunun yaninda CARMI’in embriyogenez sirasinda kikirdak hiicrelerinin
cogalmasinda diizenleyici olarak rol aldig1 gosterilmistir (T. Ito ve ark., 2009). Elde
edilen sonuclara gore paneldeki bu ii¢ gen disindaki ¢ok sayida genin ekspresyon
seviyesinin agir hastalarda hafif hasta grubuna gore diisiik oldugu tespit edildi.
Ancak ekspresyonu diisiik olan genler arasinda aday olarak nitelendirilecek genlerin
tespit edilebilmesi i¢in hasta gruplarindaki kisi sayisimin ve saglikli kontroliin

sayisinin arttirilarak caligmanin tekrarlanmasi gerekmektedir.

Yapilan ¢aliyjmada daha once de belirtildigi lizere ¢ok sayida gen taranmis
olmasma ragmen diisiikk sayida hasta kullanildi ve bazi hastalarin ekspresyon
Olgtimleri bir defa c¢alisildi. Daha verimli sonuglarin alinabilmesi i¢in daha fazla
ornek sayisi ile galisgitimalidir. Ornek sayismin arttirilmasmin ardindan elde edilen
verilerin anlamli olup olmadigr istatistiki testler yardimiyla bakilmalidir. Ayni
zamanda ornekler iki ya da daha fazla tekrarlar halinde calisilarak ekspresyon
Olclimlerinin ortalamasiyla hesaplamalar yapilmalidir. Bunun yaninda kontrol olarak
sadece bir saglikli bireyin kullanilmig olmasi ve toplumda goriilme sikligr %0,1-
%]1,4 arasinda degisen AS icin monozigotik diskordant ikiz bulma olasiliginin ¢ok
diisiik olmas1 nedeniyle ¢alismaya dahil edilen ikiz sayimizin bir olmasi en biiyiik

kisitlayicilarimizdan olmustur.

Kisitlayicilarimizin olmasinin yani sira caligmamizda AS i¢in ayni anda c¢ok
sayida gen incelenmistir. Elde edilen veriler 1s18inda, hasta ikiz-saglikli ikiz, agir

hasta-saglikli ikiz, hafif hasta-saglikli ikiz karsilastirmalari sonucunda NEKG,
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PRMT6 ve KDM6B’nin ekspresyonlarmda farklilik tespit edilmistir. Ikiz
karsilagtiritlmast sonucunda SETD7’nin hasta ikizde saglikli ikize gore artmis
ekspresyonu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda SETD7’nin T hiicre aracili otoimmiin
bir hastalik olan Aropesi areata hastalarinda da artmis ekspresyonu rapor edilmistir.
Subakut kutanoz lupus eritematozus ile iligskilendirilmis MBD3’iin hasta gruplarinda
saglikli bireye gore ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. AS, RA gibi hastaliklarla
iliskilendirilmis HDAC1’in hasta gruplarinda saglikliya gore ekspresyonunun
azaldig1 tespit edilmistir. Otoimmiin bir hastalik olan Aropesi areata hastalarinda
azalmis ekspresyonu rapor edilen KDM4A’nin hasta gruplarinda saglikli bireye gore
artmis ekspresyonu tespit edilmistir. AURKA ve CARMI genlerinin ekspresyonlari
agir hasta grubunda hafif hasta grubuna gore arttig1 gézlenmistir. Bu iki genin de agir
hasta-hafif hasta farki i¢in onemli olabilecegi diistiniilmektedir. Saglikli ikiz-hasta
ikiz karsilastirilmas1 yapildiginda; hasta ikizde SUV420H1, NCOA3, KAT2B
genlerinin ekspresyonlarinin saglikli ikize gore arttigi, SMYD3, RPS6KAS, MLL,
PRMT3, DNMT1 ekspresyonlarin ise saglikli ikize gore azaldig: tespit edilmistir.
Ozellikle hasta ikiz-saglikli ikiz farkinin hastalikta epigenetik degisikliklerin
katkisinin anlasilabilmesi ig¢in yol gosterici olacagi disiiniilmektedir. Ekspresyon
degisiklikleri tespit edilen bu kodlayan bolgelerle beraber hasta gruplarinda eksprese
olmadig tespit edilen SETD1B, SETDB1 ve PRMT1‘in ekspresyonunun daha biiyiik
bir agir ve hafif hasta grubunda karsilastirmali olarak calisilmasi planlanmistir.
Temel ama¢ uygun doku ve molekiillerle ¢alisilarak AS’nin patogenezine katkida
bulunan ve aynm zamanda benzer patolojik Ozellikler gosteren hastaliklarda

epigenetik destekleyicilerin tespit edilmesidir.
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