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Onsoz
Tez konusunu belirlememdeki en biiyiik etken, yiiksek lisans ders donemi boyunca
danisman hocamin yanina gittigimde gelen ¢ocuk FMF hastalarin ailelerinin bizden
medet umarak “Tedavi i¢in daha farkli ne yapilabilir? Biz neler yapabiliriz? Bizi
yonlendirir misiniz?” seklindeki istekleri oldu. Egitimim geregi onlara ilag veya
tedavi yontemi tavsiye edebilecek yeterlilige sahip olmadigimdan, bu hastaligin nasil
bir hastalik oldugunu arastirarak siirece basgladim. Arastirdikga gérdiim ki, FMF ¢ok
calisilan bir hastalik olsa da gerek olusum mekanizmasi, gerek ataklarin tam olarak
nelerin tarafindan tetiklendigini, gerekse kullanilan ilaglarin etki mekanizmasi
konusunda ¢ok sayida goriis var. Hastalik kompleks bir hastalik olmasi, bir¢ok sinyal
yolaginin birlikte active olmasi hastaligin gizemini korumasinda c¢ok biiyiik etki
etmistir. Ben de tez siirecimde bu aciklanmasi zor hastaligin karanlik yonlerini bir
nebze olsun aydinlatmak, belki de biraz olsun literature katki saglayacak bulgular
bulmak hevesi ile bilim yolculuguma basladim. Ozellikle hasta ¢agirma siirecinin
tim diinyay: etkisi altina alan COVID-19 pandemi donemine denk gelmesi, hem
tahmin ettigimizden daha az sayida hasta ile ¢alismamiza, hem de hastalara ulasim
acisindan isleri zorlastirsa da; ailemin, arkadaslarimin ve danisman hocamin da
biiyiik destegi ile deney siirecini tamamlayip yazim asamasina gelebildim. Yazim
asamasinda, anlamli sonuclar elde ederek bu siireci kendimce basarili olarak

tamamladigimi diisiiniiyorum.

[zmir, 17.05.2022 Fatma ANADOLU



Ozet
Farklh MEFV Mutasyonlu Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinin Beyaz Kan Hiicre
Kiiltiiriinde inflamazom Polarite Genlerinin Ekspresyon Diizeyi Ve

Kolsisin Tedavisi ile Iliskisi

Bu tezde, iilkemizde sik¢a rastlanan bir genetik hastalik olan FMF hastaliginin
seyrine 151k tutmak amaciyla farkli MEFV gen mutasyonlu hastalardan periferik kan
aliarak monosit-notrofil hiicre hatti olusturulup, hiicrelerin polarite genlerinin
kontrol edilmesi ve FMF hastaliginin tedavisinde tek secenek olarak kullanilan
kolsisinin hiicre polarite genlerinin ekspresyonuna etkisi gozlemlenmistir. Bunun
yant sira, su an i¢in bagka inflamasyon hastaliklarda kullanimi siiren bir ilag olan
Canakinumab ilac1 da ayni hiicre hatt1 lizerinde degerlendirilmis, elde edilen
sonuclarla kolsisin tedavisine alternatif bir ilag 6nermek amaclanmistir. Bu ¢alisma
igerisinde bu amagla PYCARD(diger adi ile ASC), CASP-1, Pyrin ve IL-18
genlerinin ekspresyon diizeyi qPCR ile incelenmistir. Elde edilen bulgular, kolsisinin
hiicre i¢i polarite genlerinin aktivasyonunda degisiklige sebep oldugunu, FMF ile
direkt iligkisi bulunan MEFV geni tarafindan kodlanan pyrin proteininin kolsisin
uygulamasi ile birlikte gen ekspresyonunun in vitro ortamda azaldigi, pyrin, ASC ve
CASP-1 proteinleri arasinda kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi ve kolsisinin

bu mekanizma {izerinde etki saylayabiliyor olabilecegi bulgusu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler; MEFV geni, pyrin, FMF, kolsisin, hiicre kiiltiirii



Abstract
Expression Levels of Inflammasome Polarity Genes in White Blood Cell Culture
of Familial Mediterrenean Fever Patients with Different MEFV Mutations and
Relationship with Colchicine Treatment

In this thesis, in order to shed light on FMF disease, which is a common genetic
disease in our country, the control of the polarity genes’ expression levels of patients
with different MEFV gene mutations and the effect of colchicine treatment in vitro
culture.

A monocyte-neutrophile cell line is formed, the control of the polarity genes of the
cells and the effect of colchicine, which is used as the only option in the treatment of
FMF disease, on the expression of cell polarity genes has been observed. In addition,
Canakinumab, a drug currently used in other inflammatory diseases, was also
evaluated on the same cell line, and it was aimed to suggest an alternative drug to
colchicine treatment with the results obtained. For this purpose, the expression level
of PYCARD (aka ASC), CASP-1, Pyrin and IL-1 genes was investigated by qPCR
in this study. The findings show that colchicine causes changes in the activation of
intracellular polarity genes, the gene expression of the pyrin protein encoded by the
MEFV gene, which is directly related to FMF, decreases in vitro with colchicine
administration, and there may be a compensatory mechanism between pyrin, ASC
and CASP-1 proteins. It has been found that colchicine may have an effect on this

mechanism.

Keywords; FMF, Pyrin, MEFYV gene, colchicine, hiicre Kiiltiirii
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Giris: Genel Bilgiler
1. SISTEMIK OTOINFLAMATUAR HASTALIKLAR(SAID)
Sistemik otoimmiin hastaliklar, organizmanin dogustan sahip oldugu bagisiklik
sisteminde (innate immunity) meydana gelen diizenlenme bozukluklarindan dolay:
kaynaklanan hastaliklardir. Sistemik olarak tiim viicudu etkiler. Gruplamak
gerekirse, otoimmiin hastaliklarin icinde yer aldigi varsayilabilir. Otoimmiin
hastaliklarda da SAID’deki gibi bagisiklik sistemindeki anormal yanitlar goriiliir.
Fakat ikisi arasindaki ayrim, otoimmiin hastaliklarda adaptif bagisiklik sistemi
etkilerken, SAID'de dogustan bagisiklik sistemi etkilenir (Krainer, Siebenhandl &
Weinhdusel, 2020). Dogustan ve adaptif bagisiklik sisteminin temel hiicreleri
birbirinden farklidir. Makrofajlar, monositler ve nétrofiller dogustan bagisiklik
sisteminin elemanlar1 iken, T ve B hiicreleri adaptif sistemin elemanlaridir. Bu SAID
ve otoimmiin hastaliklarin ayirt edilmesinde kullanilan tani kriterinde onemli bir
noktadir. SAID’de kanda testinde antijene 6zgli T-hiicreleri veya yiliksek miktarda
otoimmiin antikorlar1 saptanmaz (McDermott et al., 1999). Ayrica klinik taniy1
zorlagtiracak yliksek ates, karin, eklem agrisi ve deri semptomlar1 da SAID’de eslik
eder.
SAID’nin olusumunda tek veya ¢oklu gen mutasyonlart sorumlu olabilecegi gibi,
cevresel faktorlerin tetikledigi sekilde seyreden tipleri de mevcuttur (Doria et al.,
2012).
SAID ve otoimmiin hastaliklarin farkliliklar1 oldugu kadar benzerlikleri de vardir.
Ikisinde de viicut kendi hiicrelerine karsi bagisiklik yamt1 olusturur. ikisinin de
patolojisinde genetik altyap1 etkilidir. Ayrica uzun stireli B ve T hiicreleri yanitlari,
adaptif bagisiklig tetikleyerek otoimmiin hastaliklarin olusmasinda yol oynar. Diger
bir benzerlik ise her iki hastalikta da IL-B molekiiliniin B ve T hiicrelerine etki
ederek yonlendirici bir gorev almasidir (Doria et al., 2012; Nigrovic, Lee &
Hoffman, 2020).

Differences between autoinflammatory and autoimmune diseases [4-10].

Autoinflammation Autoimmunity
Immune dysregulation Innate immune system Adaptive immune system
Predominant cell types Monocytes, macrophages, neutrophils T cells, B cells
Cytokine targets used therapeutically TNF, IFNaf, IL-1, IL-2, IL-12, IL-23, IL-18 IFMy, TNFa, IL-1, IL-2, [L-4, IL-6, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-22, IL-23
Pathogenesis of organ damage Meutrophil- and macrophage-mediated Autoantibody- or autoantigen-specific T cell-mediated

Sekil 1: Otoimmiin hastaliklar ve SAID arasindaki farkliliklar.



1.1. Familial Mediterranean Fever (FMF)
FMF, Dogu Akdeniz ve Ortadogu bolgeleri basta olmak {izere diinyada en yaygin
gozlemlenen otozomal resesif bir otoinflamatuvar hastaliktir. Hastaligin olusum
sebebi MEFV (MEditerranean FeVer) geninde meydana gelen mutasyondur. MEFV
geni, dogustan gelen bagisiklik diizenleyici gorevinde yer alan pyrin proteini
kodlayan gendir. Semptomlar genellikle ¢ocukluk doéneminde baslar tekrarlayan
yiiksek ates, karin agrisi, eklem agris1 seklindedir. Yiiksek ates ve karmn agrisi
sikayetleri genellikle 48-72 saat ic¢inde kendiliginden gecebilmektedir. Tabhlil
bulgusunda yiiksek eritrosit sedimentasyon hizi, C-reaktif proteine ve akut
inflamasyonda oldugu gibi trombosit, 16kosit, fibrinojen ve immunoglobulinlere
rastlanir. Enflamasyon kolsisin ve IL-1 inhibitorleri ile kontrol altina alinir
(Schnappauf, Chae, Kastner & Aksentijevich, 2019).
Hastalara tan1 konulabilmesi i¢in saglamasi gereken semptomlar Tel-Hashomer
Kriterleri ile belirtilmistir. Sonrasinda Yalginkaya, cocuklardaki FMF i¢in bu
kriterlerden daha tutarli tespitler saglayan kriterleri yaymladi (Demirkaya et al.,
2015). Bu kriterlere gore semptomlarin seyri “tipik ataklar” ve “tamamlanmamis
ataklar” olarak ikiye ayrilarak gruplanmistir. Tipik ataklar, tekrarlayan kisa siireli
yiikksek atesler(38°C ve iistii, 12 saat ile 3 gilin arasinda degisebilen) seklinde
gbzlemlenir. Tamamlanmamis ataklar ise bazi yonleri ile tipik ataklardan farkli olan,
agrili tekrarlayan semptomlar olarak gruplandirilir. Atagin tipik atak olarak
gruplandirilmasi i¢in asagidaki bes durumdan bir veya ikisi acisindan farklilik
gosterir.

1. Diisiik ates (38°C’den daha diisiik)

2. 12 saatten kisa veya bir haftadan uzun siire devam etmesi

3. Karin agris1 sirasinda hastanin peritonit tepkiler gostermemesi

4. Karinda bolgesel agri

5. Eklemlerde agrilari
Ataklar tipik veya tamamlanmamis atak kriterlerinden birine uymadig: siirece FMF
tanis1 konulmaz. Genetik testler sayesinde hastanin tasidigi mutasyonun homozigot
veya heterozigot mutasyon oldugu tespit edilir (Schnappauf, Chae, Kastner &
Aksentijevich, 2019).



1.1.1. MEFV Geni

FMF hastaliginin olusumunda rol oynayan MEFV geni, 16p13.3 sitogenetik
lokasyonda bulunan bir gendir ("OMIM Entry - * 608107 - MEFV INNATE
IMMUNITY REGULATOR, PYRIN; MEFV", 2022). Saglikli bir MEFV geni, pyrin
ad1 verilen bir ¢esit akyuvar hiicresi olan graniilosit ve monositlerde bulunan 3.7-kB
ve 781 aminoasitlik bir protein kodlar. Pyrinin normal gdérevinin bagisiklik sistemini
kontrol ederek inflamasyonu 6nlemek oldugu diisiiniilmektedir. Bu gende meydana
gelen mutasyonlar, aktivitesi diisiik pyrin proteinine sebep olur ve organizmanin
enflamasyon regiilasyonu sekteye ugrar (Shohat & Halpern, 2011; Sfikakis, 2017).
MEFV geni, FMF tanisinda olduk¢a O6nemli bir yere sahiptir. Bu amacla en sik
kullanilan molekiiler metotlar hedef mutasyon analizleri ve secilmis ekzonlarin dizi
analizleridir. Bu gende 300’den fazla mutasyon tespit edilmistir. Gozlemlenen
mutasyonlarin prevalansi etnik kokenlere gore degismekle birlikte en sik goriilen
mutasyonlar Glu148GIn, Pro369Ser, Phe379Leu, Met680lle (Gly/Cys), Met680lle
(Gly/Ala), 1le692del, Met694Val, Met694lle, Lys695Arg, Val726Ala, Ala744Ser, ve
Arg761His’dir (Shohat & Halpern, 2011). Sik goriilen mutasyonlar, hedef mutasyon
analizlerinde kullanilir. Daha kapsamli incelemeler i¢in ekzon 10 veya MEFV geni
ekzon analizi yapilabilir (Sfikakis, 2017; Akca & Batu, 2021). Fakat tani
konulabilmesi i¢in MEFV geninde meydana gelen mutasyonun 1-3 tekrarlanan
yiksek ates, eklem ve sirt agrisi, karin agrisi bulgularn ile desteklenmesi
gerekmektedir (Akca & Batu, 2021).

FMF hastalarinda MEFV mutasyonu, hastaligin seyri acisindan olduk¢a énemlidir.

1.1.2. Pyrin Proteini

Diger isimleri Marenostrin ve TRIM20 olan pyrin proteini, insanlarda 16.
kromozomdaki MEFV geninde kodlanmistir. Cogunlukla monosit, nétrofil ve
dentririk hiicrelerin yapisinda bulunur ve IFN-y, LPS, TNF-a, IL-4, IL-10 gibi
sitokinlerin varlig1 ile sentezlenme miktar arttirtlir (Centola et al., 2000). Yapisal
olarak dort tiniteden olusmustur (Sekil 3):

1. Pyrin Bolgesi

2. Zinc finger(¢cinko parmak) Bolgesi(bBox)

3. Sarmal bobin(coiled coil)



4. B30.2/SPRY domain
Aktif bir halka(ring) motifi icermese de Pyrin, TRIM protein ailesinin bir iiyesi
olarak kabul edilir. TRIM (tripartite motif-containing) protein ailesi 6zellikle viral
saldirilardaki bagisiklik savunmasi agisindan 6nemlidir ve normalde yapisinda
halka(ring), bBox, sarmal bobin ve bazen de B30.2 bolgesi bulunduran proteinleri

icerirler (Centola et al., 2000).

Chromosome 16

MEFV gene 1 I gy | 1 el
—14a.6 kb -~ - s =N, 1S4
= sebr  23ibEe.230e
E ssuwEs !
szoeT |r.>«.< e W47
Pyrin protein g I | P = - I ——- H
NS e P ( vze s el ©C |
ifgizi Z266-280 370-412 =
. g G Y
i ! €O «—>»> T« L4 |
ASC 14-3-3 PKN1/2 PES5/1kB PSTPIPL Caspase 1

Sekil 2: Pyrin yapisi (Aksentijevich & Kastner, 2011)
Pyrin aktive oldugunda diger proteinlerle birleserek pirin enflamazomu olusturur.

Pyrin inflamazom kaspaz-1’i aktive ederek IL-1p ve IL-18 olusturur.

1.1.3. Serum Amiloid A Proteini ve C-Reaktif Proteini

Inflamasyonda akut faz cevabi olusmasinda en etkin proteinlerden biri Serum
Amiloid A(SAA) ve C-Reaktif proteinidir(CRP). Saglikli bireyler normal
durumlarda kan plazmasinda ¢ok diisitk miktarlarda (20-50 mcg/ml) bulundururlar.
Fakat organizmada meydana gelen enfeksiyon, travma veya inflamasyon sonrasinda
takip eden 24 saat igerisinde plazmadaki proteinlerin miktar1 1000 kat artis
gosterebilmektedir. CRP, spesifik olarak bir bakteri tiiriiniini C polisakkaridine
baglanarak reaksiyona sebep olabilir ve plazmadaki seviyesi yiikselebilir. Bu nedenle
yaygin patojenlere karsi i¢sel konak savunmasinda rol alir. Seviyesi ayni zamanda
akut inflamasyonda arttigindan, bazi hastaliklar i¢in klinik olarak spesifik olmayan
belirteg olarak da kullanilabilir (Sack, 2018).

1.1.4. IL-1 Ailesi

Bir¢ok biyolojik siirecte yer almasiyla genis bir etki agisi sunan IL-1 sitokinin
ailesinde 11 tane sitokin ve 10 reseptor yer almaktadir. Bu ailenin tiyeleri, yabanci
antijene karsi spesifik bagisiklik cevabi olusturmada, enfeksiyona karsi spesifik

olmayan immiin yanit siirecinde, 16kosit pirojeni (lenfositi i¢sel olarak tetikler ve ates
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baslatict rol oynar) ve lenfosit aktive faktorii(LAF) olarak gorev alir (Gery &
Waksman, 1972; Kaneko, Kurata, Yamamoto, Morikawa & Masumoto, 2019)). IL-1
ailesi tyelerinin ic¢inde bulundugu tepkimeler “dogustan bagisiklik sistemi”
igerisinde yer alir. Dogustan bagisiklik sistemi, 6zgilil cevaplar olusturmaz. IL-1
ailesinin dogustan bagisikliktaki dneminin kesfedilmesinde, IL-1R1(IL-1 reseptor tip
1) reseptoriindeki Toll interleiikin-1 reseptor(TIR) domaini ile Toll-like
reseptorlerdeki (TLR), toll interleiikin-1 reseptér domaininin birbiriyle ¢ok yiiksek
benzerlik gostermektedir. Bu yiizden, temel enflamasyon baslangi¢c cevaplarinda
meydana gelen ¢oklu sitokin ve kemokin iiretimi, nitrik oksit sentezleme, adezyon
molekiillerindeki artigin sebebinin IL-1 {iyeleri mi, yoksa TLR ligantlart m1 oldugu
tespit edilememektedir(Kaneko, Kurata, Yamamoto, Morikawa & Masumoto, 2019).
IL-1 ve TLR ailesi lenfositleri aktive ederek konak hiicrenin enfeksiyondan
korunmasii saglar. saflastirilmis IL-1’in kazanilmis bagigikliktaki lenfosit aktive
edici fonksiyonu ilk kez 1979’da gozlemlenmistir (Rosenwasser, Dinarello &
Rosenthal, 1979). IL-1 sitokin ailesinin en ¢ok ¢alisilan sitokin ailesi olmasmnin
sebebi otoinflamatuvar hastalik patolojisinde rol almasindandir.

Tablo 1: IL-1 ailesi ve reseptorleri

IL-1 Ailesi Spesifik Reseptorii Koreseptorii Gorevi

IL-1a, IL-18 IL-1R1 IL-1R3 Proinflamatuvar
IL-1B IL-1R2 IL-1R3 Antiinflamatuvar
IL-1Ra IL-1R1 Antiinflamatuvar
IL-18 IL-1R5 IL-1R7 Proinflamatuvar
IL-33 IL-1R4 IL-1R3 Proinflamatuvar
IL-360,8,Y IL-1R6 IL-1R3 Proinflamatuvar
IL-36Ra IL-1R6 IL-1R3 Antiinflamatuvar
IL-37 IL-1R5 IL-1R8 Antiinflamatuvar
IL-38 IL-1R6 IL-1R9 Antiinflamatuvar




IL-1 ailesi tiyeleri, IL-1Ra hari¢ olmak {izere kendi iginde konsensiis Sekans
(consensus sequence) ve birincil ligand baglanma reseptorlerine gore 3 alt gruba
ayrilir. Bunlar IL-1, IL-18 ve IL-33’diir. Ciinkii IL-1Ra(Interletikinl reseptor
antagonisti) sinyal peptidi igermez ve precursor(6nciil) olarak sitoplazmada bulunur.
Konsensus sekans bolgesi li¢c amino asitli A-X-D olarak adlandirilir. Sirayla A
bolgesindeki herhangi bir alifatik amino asiti X bolgesindeki rastgele amino asit
karsilar ve D bolgesinde aspartik asit yer alir. AXD’den onceki 9 amino asit,
sitokinin reseptore baglanmasi i¢in gereken barrel formda katlanmasina imkan verir.
IL-1B8’daki AXD’den 6nceki 9 amino asit, caspase-1 i¢in kesme bolgesidir (Brough
& Rothwell, 2007; Sims & Smith, 2010).

IL-1a.ve IL-18 sinyal iletiminde, IL-1R1 ve IL-1R3 reseptorleri dinlenme
durumundayken hiicre zarinda yer alir. Dinlenme durumunda sitokinler reseptorlere
baglh degildir ve reseptorler ayrik formdadir. IL-lalfa, IL-1R1 reseptoriine
baglandiginda, koreseptor olarak IL-1R3 de IL-1R1’e baglanir fakat IL-1R3’{in
ligandla direkt baglantis1 yoktur. Sonrasinda kompleks haldeki iki reseptoriin TIR
bolgelerine hiicre i¢indeki MyD88 molekiilii baglanir (Sims & Smith, 2010). MyD88
molekiiliiniin baglanmas: ile bir dizi kaspaz aktive olur ve proinflomasyon NFkB

yolundan aktive olur (Sekil 3).
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MyDSsSs l

Resting State strong proinflammatory signal

Sekil 3: IL-1’in reseptoriine baglanma sekli (Sims & Smith, 2010)

Ayrica IL-1beta oOnciilleri(precursor), sitoplazma iginde birikebilir. Bunlar1 aktif
forma dondiirmek igin leucine-rich repeat pyrin containing protein-3(NLRP3) ve
caspase-1 gorev alir. IL-1beta regiilasyonu inflamazom olusumuna bagli olarak
diizenlenir. Hiicre igindeki g¢esitli proteinleri NLRP-3’e baglanarak cryopyrin
inflamazomlarin1 olusturur. Caspase-1 potasyum fazlaliinda inaktif formda

bulunur(procaspase-1). Inflamazom olusumu sonrast P2X7 reseptoriiniin aktive



olarak ATP kullanarak potasyum kanallarini agmasi sonucu hiicre i¢i potasyum
derisimi azalir ve caspase-1 aktif forma geger. Sonrasinda caspase-1 aktif IL-1beta
molekiillerini keserek inaktif forma doniistiiriir. IL-1beta precursorlarinin hiicre
disina atilmasi ise 6zel lizozom paketleri ile atilmasi, mikrokanallarin agilmasi,
eksozom ile atilma veya pyroptosis gibi prosediirlerle olabilir. (Bergsbaken, Fink &
Cookson, 2009; Qu, Franchi, Nunez & Dubyak, 2007; Suzuki et al., 2007).

1.1.5. IL-1 Aktivasyonu

IL-1 ailesi icerisinde en ¢ok calisilmis iki iiyesi olan IL-18 ve IL-1a’dir. Her ikisi de
IL-1R1 reseptoriine baglanip ayni asag1 akis sinyalini indiiklemelerine ragmen aktive
edilme sekilleri birbirlerinden farklidir. Ikisinde de resepdre baglanmak igin
proteolitik bir reaksiyon sonucu N-terminali residue agiga ¢ikar ve C-terminalinde
meydana gelen konformasyonel degisimler sonucu reseptore baglanir. Bu siiregte IL-
18 molekiilii kaspaz-1(caspase-1) ile aktive edilirken, IL-laise kalpin tarafindan
aktive edilir (Pyrillou, Burzynski & Clarke, 2020).

IL-1B8 aktivasyonu, canonical ve non-canonical olmak iizere iki sekilde
olabilir. Canonical aktivasyon, digsal uyar1 sonucunda IL-18 aktivasyonudur.
Canonical aktivasyonda hiicre reseptorlerinin pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs: bakteriyel lipopolisakkaritler veya viral RNA gibi uyaranlar), danger-
associated molecular pattern (DAMPs: iirik asit kristalleri, ATP gibi) veya dis
cevresel faktorleri algiladiktan sonra hiicre i¢inde cevap baslatmak ic¢in inflamazom
adinda multi-protein kompleksi olusur. Inflamazom olusturulduktan sonra IL-18
aktive olur. NOD, LRR ve pyrin-domain containing protein-3(NLRP-3)
inflamazomlar1 en ¢ok calisilmis inflamazomlardir. Canonical aktivasyonda NLRP-3
uyaran1 algiladiktan sonra ASC ve kaspaz-1 ile protein kompleksi olusturarak
kaspaz-1’i aktif hale getirir. Aktive olan kaspaz-1, pro-IL-1B’y1 keserek IL-18
olusumunu ve Gastermin D(GSDMD)’yi keserek hiicre zarinda deliklerin olugsmasini
saglar (Sekil 4). Plazma zarda meydana gelen porlar hiicreyi pyroptotic hiicre
oliimiine gotiiriir. Igerisindeki sitokinler GSDMD porlar sayesinde hiicre digina
gonderilebilir fakat buradaki mekanizma tam olarak bilinememektedir. Pyroptosis,
proinflamasyon sinyalleri ve inflamasyon sonucu hiicrenin 6liime gitmesidir. Viral
veya bakteriyel enfeksiyona ugramis makrofaj hiicrelerinde sik¢a rastlanabilir.

Apoptosisden fark: ise apoptosistekinin aksine, pyroptosiste hiicre ¢ekirdegi oldugu
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gibi kalir. Hiicre zarinin biitiinliigli porlar yiiziinden bozulur ve igeriye su girisi
sonucu hiicre lizis olur.

Benzer sekilde non-canonical aktivasyonda siire¢ iki basamakta gerceklesir. Fakat
burada uyar1 hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyon veya LPS sonucunda olusturulur.
Makrofajlarda LPS, TLR (Toll-like reseptor)’a baglanir ve NFkB yolagi lizerinden
inflamazom kompleksleri upregiile olur ve ardindan type I interferon(IFN)
regiilasyonu sonucu pro-kaspaz-4 ve -5 sentezlenir. ikinci basamakta ise upregiile
olan pro-kaspazlar LPS’e lipid A domaini ile baglanarak aktive olurlar. Aktive olan
kaspazlar GSBMD’yi keserek por olusumuna ve hiicrenin pyroptotik siirece
girmesine sebep olurlar (Pyrillou, Burzynski & Clarke, 2020;(Tang, Lu, Zheng &
Burgering, 2020).

(=) Canonical inflammasomes ®) Non-canonical inflammasomes
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flageilin stress
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(s, () () (5 050
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Sekil 4: Canonical ve non-canonical IL-1 aktivasyonu(Tang, Lu, Zheng & Burgering,
2020)

Canakinumab

Canakinumab (ACZ885, llaris), kolsisin direngli hastalarda kullanilan FDA onayli
bir IL-1beta bloklayici ajandir (anti-1L-1beta monoclonal antibody). Otoinflamasyon
hastalarinda enflamasyonu baskilamak i¢in kullanilir. Giiniimiizde romatoid artrit,
baz1 akciger hastaliklar, tipl ve tip2 diyabet ve goz hastaliklarinda da kullanilmaya
baglanmistir (Dhimolea, 2010).

Kolsisin

Kolsisin mikrotiibiil olusumlarina etki ederek mitozu ve buna bagh diger hiicre
aktivitelerini bloklayabilen bir ajandir. Giiz ¢igdemi ¢igeginden (Colchicum

autumnale) elde edildigi i¢in bu adla bilinmektedir. Oral kullanimda %?25-50
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arasinda biyolojik yararlanimi vardir ve viicuttan idrar veya safra yolu ile atilabilir.
FMF basta olmak iizere, gut, Behget hastaligi, siroz, artritte kullanilir. Insanlardaki
kullaniminin yani1 sira, sitogenetikte mitozu durdurmak i¢in de kullanilir. Kolsisinin
etki mekanizmasi, beyaz kan hiicrelerinde birikip onlarin mikrotiibiillerine etki
ederek hareketliligini, adezyonunu ve kemotaksisini kontrol almaya yoneliktir. Bir
diger etkisi de inflamazom olusumunu engellemeye ve antiinflamatuvar molekiilleri
artirmaya yoneliktir. Boylelikle enflamasyon kontrol altina alinabilmektedir
(Dalbeth, Lauterio & Wolfe, 2014).



Gerec ve Yontem

1. Arastirmanin Problemi
Kolsisinin hiicre iskeleti elemanlarina etki ederek aktivasyon gosterdigi
bilinmektedir. FMF hastaliginin semptomlar1 azaltmak amaciyla kullanimi 6nerilen
tek ilag giiniimiizde kolsisindir fakat kolsisinin FMF hastalarinda nasil bir
mekanizma sonucu etkinlik gosterdigi tam olarak saptanamamistir. Bu ¢alismada,
hiicre iskeleti elemanlarina etki ettigi bilinen kolsisinin FMF hastalarindan elde
edilmis hiicre hattinda hangi proteinlerin ekspresyonunu degistirdigini ve etki
mekanizmasini anlamaya yonelik calismalar yapilmistir. FMF kompleks bir hastalik
oldugundan ve hiicre iskeleti proteinleri ile baglantili cok sayida protein oldugundan
secilecek sinirlt sayidaki proteinlerin iyi secilmesi gerekiyordu. Biz de bu amagla
hem FMF’de 6nemli olan hem de hiicre iskeletiyle baglantili olan proteinleri secerek,
amacimiza uygun bir sekilde ilerledik.Kolsisinin bu proteinlere nasil etki ettigi net
bir sekilde literatiirde bulunmamaktadir. Biz de bu boslugu doldurmak amaciyla in
vitro ortamda inceleme yaparak bu bilgiyi literature kazandirmayi amagladik. Bunun
yanisira, normalde FMF hastalarinda kullanilmayan bir ilag olan Canakinumab isimli
ilac1 da in vitro kosullarda test ederek anlamli sonuglar bulmay1 amacgladik. Eger
uygun sonuglar cikarsa, kolsisine alternative bir ilag olarak klinik arastirmalara

eklenebilirdi.

2. Arastirmanin Sorusu
Bu calismada Ege {iniversitesi Cocuk Hastanesi’ne gelen 5-17 yas arast farkli
mutasyonlardaki 14 FMF hastasindan periferik kan alinarak kolsisin ilacinin etkisi
polarite genleri acisindan incelenmistir. Bunun yami sira alternative bir tedavi
olabilecegi diisliniilen canakinumab da aym sekilde incelenmistir. Beklentimiz,

kolsisinin gen ekspresyon diizeyini diislirmesi yoniindeydi.

3. Arastirmanin Hipotezleri
Bu arastirmadaki hipotezlerimiz, FMF hastalarindaki mutant Pyrin proteininin
kolsisin etkisi ile diisecegi, kolsisinin inflamasyon azaltma 6zelliginin CASP-1 geni
ekspresyon diizeyindeki degisiklige sebep olarak gerceklesecegi olarak
diistintilmistiir. Ayni sekilde bir IL-183 bloker ilag olan Canakinumab ilacinin da ayni

mekanizma tizerinden etki edebilecegi ongoriilmiistiir.
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4. Arastirmanin Varsayimmlari
Kolsisinin kullandigimiz oraninin toksik etki gdstermeyecegi, hiicrelerin 24 saatlik
siire¢ igerisinde beyaz kan hiicresi profilinden farkli olmayacagi, FMF hastalarinin
hiicrelerinde zaten inflamasyon oldugunu ve IL-1B’y1 hiicre kiiltiiriine direkt

eklemenin hiicrede inflamasyon artigina sebep olacagi varsayilmistir.

5. Arastirmanin Simirhhiklar
Bu arastirmadaki en biiyiik smirlilik kisi sayisidir. Arastirma donemi COVID
pandemisi dénemine denk geldiginden tahmin edilenden ¢ok daha az sayida hasta
cagirilabilmistir. Bir diger sinirliklik da elimizde olan malzemelerin durumudur. Eger

elimizde farkli genlerin primerleri olsaydi, daha genis ¢apli bir arastirma olabilirdi.

6. Arastirmanin Amaci
Tezde iilkemizde yaygin olan FMF hastaliginin patogenezine agiklik getirmek icin
farkli fenotiple seyreden farkli MEFV geni mutasyonuna sahip hastalarin periferik
kan hiicrelerinden elde edilen nétrofil-monosit hiicre hattinda bazal ve planer hiicre
polaritesini kontrol eden genlerin ekspresyon diizeylerini arastirmak amaglanmistir.
Ayrica, bu hastalarin tedavisinde tek se¢enek olarak kullanilan kolsisin ilacinin hiicre
polaritesine etkisi ile kolsisin direngli hastalarda alternatif olarak kullanilan

canakinumab ilacinin hiicre polaritesine etkisi in vitro olarak arastirilacaktir.

Tablo 2: Calismada yer alan hastalarin mutasyonlari

HASTANIN HASTANIN
NUMARASI MUTASYONU

1 M694V Homozigot

2 M6801 Homozigot

3 M6801 Homozigot

4 M680I Homozigot

5 K695R Homozigot

6 M6801/M94V Heterozigot
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7 R20ZQ Homozigot

8 V726A Homozigot

9 R2020q/744s Heterozigot
10 E148q 2.Exon Homozigot
11 M694V Homozigot

12 M6801 Homozigot

13 M6801 Homozigot

14 M6801 Homozigot
Yontem

1. Periferik Kandan Lokosit izolasyonu

Hastalardan EDTA’I tiiplere alman 15 ml’lik kandan vakit kaybetmeden 16kosit

izolasyonuna gegilir.

Kandan l16kosit izolasyonunda gradient farki yontemi

kullanilir. Bu yontemde kullanilan soliisyonlarin amaci; izotonik soliisyon gradient

farki olusturup 16kositleri toplamak igin, PBS ise l6kositleri hiicre artiklarindan (cell

debris) arindirmak ve elde edilen 16kositi saflastirmak i¢in kullanilir.

Hazirhk Asamasi

hastalardan periferik kan alinmasi

PBS ve 16kosit izotonik ¢6zelti dolaptan ¢ikarilir.
santrifiij ayarlar1 yapilir.

falkon tiipleri hazirlanir(her hasta i¢in 3 falkon)

pastor pipetleri hazirlanir

Prosediir

[zotonik ¢dzelti, 5’er ml olarak falkon tiiplere transfer edilir.

Falkonlarin {izerine pastor pipeti ile 5’er ml
eklenir(kan:izotonik orani 1:1)
20 dk 2500 rpm’de dondiiriiliir.

kan damla damla
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Santrifiij durduktan sonra sarsmadan cihazin i¢inden alinir.

Orneklerdeki gradient farki gdzlemlenir.

Pastor pipeti yardimai ile ara fazda bulunan bulutsu tabaka cekilir (Sekil 5).
Bulutsu tabaka baska bir falkona alinir. {izerine 6-7 ml PBS c¢o6zeltisi
eklenir(yikama 1)

Iki kez ters-diiz ettikten sonra tekrar cihaza konulur.

5 dk 2000 rpm’de ¢evrilir.

Stipernatant dokiiliir.

Pellet iizerine 4-5 ml PBS eklenir ve ters diiz edilir.(yitkama 2)

5 dk 2000 rpm’de gevirilir.

Stipernatant dokdiliir.

Eger sonrasi icin saklanacaksa, tizerine 2 ml PBS eklenir.

Lokosit hiicreleri hazirlanmis olur.
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Sekil 5: Kandaki gradient farkinin goriintiisii. Kirmizi ile isaretlenmis olan boliim,

ayirmak istenilen boliimdiir.

2. Hiicre Kiiltiirii ve IL1-B-Kolsisin ve Canakinumab Uygulamasi

Periferik kandan elde edilen 16kosit hiicreleri esit hacimde RPMI ile karistirilarak

petri kaplaria ekim yapilir. Her hasta i¢in 6’sar adet petri kab1 kullanilir.
Bu 6 kiiltiir:

Sadece 16kosit hiicrelerinin oldugu grup(kontrol- A grubu)
IL1-B uygulanmis grup (test grubu 1- B grubu)
IL1-B+Kolsisin uygulanmis grup (test grubu 2- C grubu)
Sadece 16kosit hiicrelerinin oldugu grup(kontrol- A* grubu)
IL1-B uygulanmis grup (test grubu 1- B* grubu)
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IL1-B+Canakinumab uygulanmis grup (test grubu 2- C* grubu)

Prosediir

Her hasta i¢in 6 petri kabma 1:1 oraninda hiicre: RPMI pipetaj yapilarak
ekilir.

Bu hiicreler 5 saat boyunda 35°C’de inkiibe edilir.

5 saatin sonunda test grubu 1’e bir damla IL1-8, test grubu 2’ye 10 ul IL1-8
ve 10 ul kolsisin eklenir. (2-C* grubuna kolsisin yerine Canakinumab eklenir)
(Kolsisin ve Canakinumab derisimi 10ng/ml olarak literatiir bilgisi
kullanilarak  hesaplanmigtir((Taskiran, Cetinkaya, Balci- Peynircioglu,
Akkaya & Yilmaz, 2012)

24 saat daha inkiibe edilir.

Bu asama sonrasinda mikroskopta hiicreler gézlemlenir.

3. RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiiriindeki I6kositlerden RNA elde etmek i¢in Qiagen RNA izolasyon Kkiti

kullanildi.

e Hiicre kiiltiiriindeki hiicreler tiiplere alindi.

e Supersonicator yardimi ile hiicreler parcalandi.

e Parcalanan hiicrelerin iizerine 700 ul %70 EtOH konuldu ve hiicre lysate ve
ethanol karisim1 500’er ul olarak spin kolonlara transfer edildi.

e En yiiksek devirde, 2 dk santrifiij edildi.

e Toplama tiibiinde kalan siv1 dokiiliir ve tiim karisim kolondan gecene dek bu
stirece devam edilir.

e Tiim karisim kolondan gecikten sonra kolonu yikama islemine gegilir. Kit
igerisinden ¢ikan RW1 Buffer’dan 700 ul spin kolona aktarilarak yine en
yiiksek devirde 2 dk’y1 agsmayacak sekilde santrifiij edilir.

e Kolonun altinda kalan karisim dokiiliir. Kolona 500 ul RPE Buffer konulur.
En yiiksek devirde 2 dk ¢evrilir.

e Kolonun altinda toplanan sivi dokiildiikten sonra tekrar 500 ul RPE Buffer
kolona eklenir ve en yiiksek devirde 2 dk santrifiij edilir.

e Bu asamadan sonra kolonun kurumasi, kolona hi¢bir sey eklemeden en

yiiksek devirde 1 dk santrifiijlenir.
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e Bu asamalardan sonra kolon yeni bir toplama tiipiine alinir. Kolona 30 ul
DNAse-free water kolonu patlatmadan pipet yardimi ile tam kolonun ortasina
birakilir.

e En yiksek devirde 1 dk santrififjlenmis kolondan RNA izolasyonu

gerceklesmis olur.

4. RNA miktar1 kontrolii
Onceki asamadan elde edilen RNA miktar1 Nanodrop spektrofotometre’de 260/280
dalga boyunda kontrol edilir.

5. cDNA sentezi
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, izole edilen RNA’dan cDNA

sentezinde kullanilmigtir.

Reaksiyon:
MALZEME 1 TANE ICIN GEREKEN HACIM
5X Reliance Select cDNA Synthesis 4 ul
Reaction Buffer
10X oligo(dT) primer mix 2ul
RNA template 2ul
Reliance Reverse Transcriptase 1ul
Nuclease-free water 11 ul
Total Reaction mix volume 20 ul

Thermal cycler:

SICAKLIK(°C) SURE(dKk)

25 10
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37 120

85 5

6. cDNA Kontrolii

NanoDrop Spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir.

7.gPCR

Real-Time PCR, FMF hasta grubundaki hedef genlerin IL-18, Kolsisin ve
Canakinumab  varligindaki  ifade  degisikligini  gbézlemlemek  amaciyla
gerceklestirilmistir.

Real time PCR reaksiyonu AB PRISM 7000 cihazinda gerceklestirilmistir.

Kontrol gen olarak ACTB kullanilmistir.

Reaksiyon:
MALZEMELER 1 ORNEKLIK HACIM
Tagman 2X PCR Master mix 12,5 ul
Forward Primer 2 ul
Reverse Primer 2 ul
Prob setleri 0,5 ul
cDNA 7 ul
RNAse-DNAse free water 1ul
Total reaction mix volume 25 ul
8. Data Analiz

gPCR’dan elde edilen datalar Comparative CT(AACt) yontemi ile hesaplanmistir.

Goreceli inceleme (Relative quantification) islemi, 2—AACt formulii ile yapilmistir.
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Referens gen olarak ADPH kullanilmistir ve hedef genin sinyali bu gene gore

normalize edilerek hesaplanmistir.
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Sekil 6: Deneyin akis semasi
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Bulgular

Bu tez calismasinda, FMF hastalarindan alinan periferik kandan hiicre kiiltiirii elde
edilerek, onemli bir inflamasyon sitokinlerinden olan IL-18 eklenmis kiiltiirde,
kolsisin ve Canakinumab ilaglarii da ekleyip gozlemlenerek anlamli sonuglar
bulunmasi amaglanmistir. Kolsisin, FMF hastalarinin tedavisinde ¢ok sikca
kullanilan, giiniimiizde bile tek olma yolunda bir ilagtir. Fakat bazi FMF hastalar
kolsisine karsi direng gosterebilir ve kolsisin kendinden beklendigi gibi ataklari
yeterince engelleyemiyor. Bu gibi hastalar i¢in alternatif ilag Onerileri bulunmasi
gerekmektedir.

Deneylerde, Kontrol grubunda (A grubu) hastadan elde edilen hiicreler RPMI
kullanilarak ekim yapilmis hiicreler, Treatment 1 (B grubu) ise iizerlerine IL-18
eklenmis hiicreler, Treatment 2 (C grubu) ise hem IL-18 hem de ilagkolsisin veya
canakinumab ilaglarindan birisi) eklenmis hiicrelerin  bulundugu gruplar
gostermektedir.

Sekil 7°de kontrol grubu ile kiyaslandiginda IL-18 eklenmis B grubundaki IL-18 gen
ekspresyonunun arttig1, kolsisin eklenmis C grubunda ise B grubuna gore hafif bir

azalma meydana geldigi goriilmektedir.

IL-18 Gen Ekspresyonu ve Kolsisin Etkisi

3500
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2500
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Gene Fold
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O T T

Kontrol(A Grubu)  Treatment 1(B Grubu) Treatment 2 (C Grubu)
Gruplar

Sekil 7: FMF hastalarinda IL-18 gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-18 eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-1B hem de kolsisin eklenmis

hiicre hattidir.
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Sekil 8’de ise A ve B gruplan yine aym sekilde muamele edilirken, C grubuna
kolsisin yerine canakinumab eklenmistir. Goriildiigli lizere kontrol ve B grubu ile
kiyaslandiginda canakinumab bir IL-168 antagonisti olarak IL-18 miktarinda belirgin

sekilde azaldig1 goriilmektedir.

IL-1B Gen Ekspresyonu Degisimi ve
Canakinumab Etkisi

1,8
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Gene Fold

Deney Gruplari

Sekil 8: FMF hastalarinda IL-18 gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-18 eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-18 hem de Canakinumab

eklenmis hiicre hattidir.

Sekil 9 ve Sekil 10, CASP-1 geni ekspresyon katlar1 goriilmektedir. Figiir 3’de
goriilen kolsisin eklenmis C grubu, sadece IL-18 eklenmis B grubuna gore bir azalma
meydana geldigi gozlemlenmektedir. Ayni gen i¢in Canakinumab eklenmis grupta

ise anlaml1 bir sonug elde edilememistir (Sekil 10).
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CASP-1 Gen Ekspresyonu ve Kolsisin Etkisi
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Sekil 9: FMF hastalarinda CASP-1 gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-16 eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-18 hem de kolsisin eklenmis

hicre hattidir.

CASP-1 Gen Ekspresyonu ve

Canakinumab Etkisi
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1 OTreatment 1(B Grubu)
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Kontrol(A Grubu) Treatment 1(B  Treatment 2 (C
Grubu) Grubu)

Gruplar

Sekil 10: FMF hastalarinda CASP-1 gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-1B8 eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-1B hem de Canakinumab

eklenmis hiicre hattidir.
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Sekil 11 ve 12’ye geldigimizde, kolsisin eklenmis C grubundaki PYCARD(ASC)
geni ekspresyonundaki artis B ve A grubu ile kiyaslandiginda goriilmektedir.

Canakinumab eklenmis C grubunun goriindiigii Sekil 12°de ise anlamli bir durum

gozlemlenememistir.

PYCARD(ASC) Gen Ekspresyonu ve Kolsisin
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Gruplar

Sekil 11: FMF hastalarinda ASC gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-18 eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-18 hem de kolsisin eklenmis

hiicre hattidir.
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Gruplar
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Sekil 12: FMF hastalarinda ASC gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B
grubu IL-1B eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-18 hem de Canakinumab

eklenmis hiicre hattidir.

Sekil 13°de goriilen grafikte ise Pyrin gen ekspresyonunun kolsisin muamelesi ile
degisimi gozlemlenmektedir. Goriildiigi lizere, kolsisin eklenmis FMF hastalarindan

elde edilen hiicrelerde, Pyrin ekspresyonu dramatik sekilde diismiistiir.

FMF Hastalarinda Kolsisin ve Pyrin

0 | -

KontroI(J\ Grubu) Treatment1(B  Tre (c Kontrol(A Grubu)
i) Grubu)

OTreatment 1(B
Grubu)

Gene Fold

-10
Gruplar

Sekil 13: hastalarinda Pyrin gen ekspresyonu. A grubu kontrol grubudur. B grubu IL-
1B eklenmis hiicrelerdir. C grubu ise hem IL-1B hem de kolsisin eklenmis hiicre

hattidir.
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Tartisma
Bu tez calismasi kapsaminda, FMF hastalarindan alinan periferik kandan elde edilen
beyaz kiire hiicrelerinin kiiltiir ortaminda g¢ogaltilarak polarite ile ilgili genlerin
ifadelerinin gbézlemlenmesi hedeflenmistir. Ayrica FMF hastaligindaki etki
mekanizmas1 heniiz aydmlatilamamis bir ila¢ olan kolsisinin polarite genleri
tizerindeki etkisini gozlemleyip, buradan gozlemlenen sonuglarla kolsisinin hangi
molekiil ve proteinler iizerinden tedavi edici 6zellik sagladig1 konusuna 151k tutacak
sonuglara elde edilmesi amaclanmistir. Calismanin diger kisminda ise, giinlimiizde
FMF’den baska inflamasyon hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaya baslanan IL-
18 sinyalini engelleme mekanizmasi iizerinden etki eden Canakinumab isimli ilacin
in vitro ortamda hasta hiicrelerine olan etkisi gozlemlenmesi amaglanmustir.
Kolsisinin mikrotiibiillerin polimerizasyonunu engelleyerek etki ettigi bilinmektedir
(Stanton, Gernert, Nettles & Aneja, 2011). Bu tez ¢alismasinda biz bu etkiyi egale
etmek amaci ile kolsisinin mikrotiibiil yapisindaki polimerizasyonu engellemeyecek
dozda kullanmak i¢in literatiir bilgisine basvurduk (Taskiran, Cetinkaya, Balci-
Peynircioglu, Akkaya & Yilmaz, 2012). Boylece, kolsisinin heniiz giin yiiziine
¢ctkamamis etki mekanizmasi hakkinda ¢ikarimda yapabilecegimiz hipotezi tizerinden
ilerledik.
Dizayn ettigimiz deney diizenegi, periferik kandan beyaz kan hiicre kiiltiirii ve
sonrasinda IL-18, Kolsisin ve Canakinumab muamelelerini igermektedir. Hiicrelerde
meydana gelen gen ekspresyonlarindaki degisimler qPCR ¢alismasi ile incelenmistir.
IL-18 inflamasyon baslatict olarak bilinmektedir. Pyrin inflamazomu olusurken,
pyrin proteini ASC ile birbirine baglanir ve kaspaz-1’i aktive ederek pro-1L-18
formundan inflamasyon baglatict matur IL-18 formuna geger (McDermott, 2004). Bu
calismada kullanilan hiicreler bir tiir otoinflamatuvar hastalik olan FMF hastalari
oldugundan, hiicrelerinde zaten inflamasyon bulundurmaktadir fakat biz IL-1B’y1
disaridan ekleyerek inflamasyonda artis1 ve ilag etkisini daha net bir sekilde
gozlemlemeyi hedefledik. Sekil 7 ve Sekil 8 gorselleri IL-18 genlerinin
ekspresyonunu gostermektedir. Calismada kolsisin eklenmis grupta, sadece IL-18
eklenmis grupla karsilastirildiginda beklenilen dramatik diisiis gozlemlenememistir
fakat kolsisin etkisi ile meydana gelen bir diisiis vardir. Kolsisin eklenmis grubu(C
grubu) hicbir sey eklenmeden inkiibe edilmis Kontrol Grubu(A grubu) ile
karsilagtirdigimizda C grubunda kontrole gore bir artis gozlemlemekteyiz(Sekil 7).
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Bunun sebebi kolsisini kullanilan dozun (100 ng/ml) IL-18 eklendiginde artan
inflamasyonu yeterince engelleyememesi gelmesi olabilecegi gibi, 24 saatlik
inkiibasyon sliresinin yetersiz gelmesi de olabilir. Canakinumab muamelesi
bulunulmus hiicrelerin grafigine geldigimizde, canakinumabin hem kontrol hem de
sadece IL-1B eklenerek inflamasyonu arttirilmig gruba gore IL-18 miktarint azalttig
gozlemlenmistir. Kolsisinde direkt bir azalma gozlemleyemezken, canakinumabda
IL-1B ekspresyonunda belirgin bir azalma gozlemlememizin sebebi, canakinumab
ilacinin IL-1B sinyalini direkt bloklama etkisi varken, kolsisinin bu islevi hiicre
polaritesi ile ilgili olan mikrotiibiilleri de ilgilendiren yolaklar iizerinden
saglamasidir(Centola et al., 2000). Bu yilizdendir ki, in vitro ortama direkt eklenmis
kolsisin, canakinumab kadar etki gdsterememis olabilir.

Kolsisinin ASC oligomerizasyonunu engelleyerek inflamasyon Onleyici etki
edebilecegi bilgisi literatiirde vardir (Waite et al.,, 2009). Pyrin inflamazom
olusumunda pyrinin PYD domainine ASC ve B30.2(SRY) domainine ise pro-kaspaz-
1 proteini baglanarak pyrin inflamazomu meydana getirir. Bu inflamazomda kaspaz-
1 aktive olur ve pro-IL-16’y1 keserek inflamasyonu baslatacak olan sitokini agiga
¢ikarmig olur (Chae et al., 2006). Bir bagka calismada ise pyrin inflamazom
olusumunda ASC oligomerizasyonunun arttirict  bir etkisi oldugu sonucuna
vartlmistir (Yu et al., 2005). Bu calismada FMF’li hastalardan elde edilen hiicre
kiiltiirtine IL-1B+Kolsisin eklendiginde, Kontrol(sadece hiicre kiiltiirii) ve B
grubu(sadece IL-18) eklenmis grupla karsilastirdigimizda CASP-1 ve Pyrin gen
ekspresyonunun diistiigii fakat ASC(PYCARD) geni ekspresyonunun yiikseldigi
gozlemlenmektedir. Bunun sebebi CASP-1’in aktin etkilesimli bir protein olmasi ve
mikrotiibiil porlimerizasyonunu engelleyecek fakat toksik olmayacak miktardaki
kolsisin aktin diizenlenmesini degistirmesi ve yeniden diizenlenmeye sebep olmasi
olabilir (Caution et al., 2015). CASP-1 geni ekspresyonundaki diisiisii CASP-1’in
aktif forma geg¢mek icin pyrin varligina ihtiyac duymasi, fakat pyrin ekspresyonu
kolsisin muamelesi altindaki FMF hastalarindan elde edilmis hiicre kiiltiiriinde asir
bir diisiis gozlemlenmesi olabilir. Ayni genler Canakinumab varliginda
gozlemlendiginde ise anlamli sonuglar elde edilememistir (Sekil 10 ve Sekil 12).
Tim sonuglar géz Oniine alindiginda kolsisinin varliginda ASC ve CASP-1

genlerinin arasinda ters oranti oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi derigsimleri
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arasindaki rekabet olabilir. Ayrintili bir sonug icin deneyler gelistirilip farkli genler
incelemeye dahil edilerek incelenmelidir.

Kolsisinin etki mekanizmasi incelenirken birgok farkli yolakta rol oynadigi ortaya
konmustur. Bunlardan bazilar1 noétrofillerin hareketliligi ve yapismalari, inflamazom
aktivasyonu, siiperoksit tretimi, TNF-alpha faktorii ile indiiklenen NF-kB
inflamasyon yolagidir(Angelidis et al., 2018). Bir baska ¢aligmada IL-18 eklenmis
hiicrelerde fenotipik degisim meydana gelirken, canakinumab eklenmis hiicrelerde
fenotipik degisimlerin daha az oldugu raporlanmistir(Masola et al., 2019). Bu tez
caligmasinda Canakinumab’in IL-18 ekspresyonunu azaltma yoniindeki etkisi Figiir
2’de goriinmektedir. IL-168 muamelesi gérmiis hiicre kiiltiiri ile karsilastirildiginda
IL-1B8+Canakinumab grubunda belirgin bir ekspresyon azalmasi goriilmektedir.
Fakat Canakinumab muamelesinin CASP-1 ve ASC gibi hiicre iskeleti ile
etkilesimde olan proteinin genlerinde belirgin bir artis gdstermese de, bu genlerin
ekspresyonu sadece IL-16 eklenmis B gruplarina gore nispeten yiikselmistir (Sekil
10 ve 12). Bir IL-18 antibodysi olan canakinumabin etki mekanizmasinda
etkilesimde oldugu proteinler olma ihtimalini ortaya koyuyor.

Bir baska c¢alismada, Pyrin proteininin varliginda CASP-1"in upregiile oldugu ortaya
konulmustur (Seshadri et al., 2007). Bu tez g¢alismasinda da Kolsisin eklenmis
gruplar ele alindiginda, IL-18 eklenmis B gruplart ile A grubu (kontrol grubu)
karsilagtirildiginda CASP-1 ekspresyonu belirgin bir artis gosterirken, Pyrin daha az
miktarda bir artis gostermistir. Bunun sebebi ortamda derisimi artan IL-18 sitokininin
Pyrin ekspresyonunu regiilasyonunu diisiirmeye sebep olmasindan kaynaklaniyor
olabilir (Figlir 3 ve Figiir 7). Kolsisin eklenmis gruba gelindiginde ise Pyrin ve
CASP-1 ekspresyonlarinda ¢ok belirgin bir diisiis meydana gelmis (Figiir 13 ve Figiir
9). Kolsisin eklenmis gruba baktigimizda ASC gen ekspresyonunda da ciddi bir artig
meydana gelmistir (Figiir 11). Buradan hareket ile Pyrin ve CASP-1 genlerinin
regiilasyonlarinin birbiri ile pozitif iliskili, ASC ile ise negatif regiilasyon iligkisi
oldugu sdylenebilir (Sekil 8). Ayni mantik ile Canakinumab eklenmis C grubuna
bakildiginda (Sekil 10 ve Sekil 12), CASP-1 ve ASC gen ekspresyonu B
grubuna(sadece IL-18 eklenip inkiibe edilmis) gore artis gostermistir fakat pyrin
geninde kayda deger bir degisim gozlemlenmemistir. Fakat Canakinumab varliginda
IL-18 gen ekspresyonuna bakildiginda (Sekil 8) belirgin bir diisiis goriilmiistiir.

Buradan, Canakinumab’in IL-1B inflamasyon baglatict proteinin azaltilmasi
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sirasindaki etki mekanizmasinda daha dnceden bilindigi lizere direkt olarak IL1-8’ya
etki ettigini, Pyrin ile iliskili olmadigi, CASP-1 veya ASC gibi aktin iliskili
proteinlerle iliskisi olabilecegi ortaya konulmustur. Canakinumabin bagka
proteinlerle iliskisi olup olmadiginin ¢6ziimlenebilmesi i¢in daha farkli sinyal

yolaklar1 ve o yolaklarda aktif olan protein ekspresyonlari incelenebilir.

Kolsisin

ASC(D) [PYRINL) J

[CASP—ltvﬂ

IL-18  (])

Azalhwr

Sekil 14: Kolsisin’in ASC, CASP-1 ve Pyrin gen ekspresyonunda meydana getirdigi
degisim

Sonug olarak bu tezde farkli tirde MEFV mutasyonu tasiyan FMF hastalarindan
alinan periferik kandan elde edilen hiicreler kolsisinin hiicre polaritesi ile ilgili
genlere olan etkisi gézlemlenmistir. FMF hastalarinda MEFV geninin protein {irlinii
olan Pyrin proteininde meydana gelen mutasyon, FMF hastalarinin viicudunda
inflamasyon meydana gelmesi ile direkt iliskilidir c¢ilinkii pyrin proteini bir
inflamasyon sitokini olan IL-16’y1 aktif hale getiren pyrin inflamazom olusumunda
rol oynayan bir proteindir. Pyrin inflamazomu meydana getiren diger proteinler ise
ASC ve CASP-1 proteinleridir. Bu tezde kolsisinin bunlar iizerine olan etkisi amaca
uygun olarak incelenmis ve elde edilen sonuglara gore, kolsisin ASC ve geni
ekspresyonunu arttirirken, literatiir bilgisine uyumlu olarak Pyrin gen ve CASP-1 gen
ekspresyonunu diisiirdiigii gosterilmistir (Sekil 14). Bu tezde kullanilan bir diger ilag

ise canakinumab’dir. Kolsisin direngli FMF hastalarina alternatif olarak onerilebilen
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bu ila¢ bir IL-1B-antibodysidir ve IL-168’nin reseptorlere baglanarak inflamasyon
sinyaline sebep olmasini engeller. Canakinumab’in IL-18ya etki ederken diger hiicre
proteinleri ile iliskisi olup olmadig1 bilinememektedir. Bu ¢alismada, CASP-1, ASC
ve Pyrin ile iligkisi oldugu gosterilmis Kolsisin gibi hiicre iskeleti ile iliskili
proteinlerle etkilesimi incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore IL-1B ekspresyonunu
diisiiriirken, Pyrin gen ekspresyonunda belirgin bir diisiis veya artiga sebep olmadi,
ASC ve CASP-1 gen ekspresyonunda bir miktar artisa sebep oldugu gosterilmistir.
Bu c¢alismaya gore, pyrin inflamazom olusumuna etki etmedigi goriilen
Canakinumab’in ASC veya CASP-1’in rol aldig1 diger yolaklar1 inceleme adina yol

gosterici olabilir.

29



Sonug¢ ve Oneriler
Kolsisinin MEFV geninin iriinii olan Pyrin proteininin ekspresyonunu
azaltarak inflamasyonu engelledigi gosterilmistir.
Pyrin miktarindaki azalma, pyrin inflamazomunda meydana gelecek azalma
ile direkt iligkilidir.
Kolsisin varliginda ASC ve CASP-1’in birinin ekspresyonu artarken digerini
azalmaktadir. Buradan hareket ile ASC miktarinin artisi, CASP-1’in
downregiilasyonuna sebep olabilecegi ¢ikarimi yapilabilir.
Canakinumab IL-18 ekspresyonunu azaltmaktadir.
Canakinumab’imn diger hiicre i¢i proteinlere etkisi gdzlemlendiginde, CASP-1
ve ASC gen regiilasyonunu arttirdigi ortaya konmaktadir.
Canakinumab’in diger proteinlerle iligkisini tespit edebilmek i¢in CASP-1 ve
ASC’nin rol aldig1 diger yolaklar tizerindeki etkisi incelenmelidir.
Kolsisin’in etki mekanizmasini ve etkilesimde olabilecegi proteinleri daha
ayrintili incelemek adina farkli yolak proteinlerinin ekspresyonlar1 da
incelenebilir.
flaglarin genlerin ekspresyonuna olan iliskisini knock-out genler tasiyan
hiicre hatlar1 kullanilarak netlestirilebilir.
FMF hastalardan elde edilen hiicre kiiltiiriiniin yaninda saglikli hastalardan da
kan alinarak Kolsisin-Canakinumab etkisi gozlemlenerek MEFV geni ve
Kolsisin-Canakinumab arasi baglanti gosterilebilir.
Gelecekte tasarlanabilecek ilaglar i¢in kolsisinin etki mekanizmasini tam
olarak aydinlatabilmek ¢ok dnemlidir, ¢linkii 6zellikle kolsisin direncgli FMF

hastalari i¢in alternatif ilag¢ ihtiyac1 bulunmaktadir.
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