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OZET

Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda Mitokondriyal DNA Kopya Sayisi

Degisikliklerinin Amiloidozis Gelisimi Riski ile iliskisinin Degerlendirilmesi

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) hastaligt Akdeniz kusagindaki toplumlarda sik
olarak goriilen otozomal resesif gecisli otoinflamatuar bir tek gen hastaligidir. AAA
Fenotip tip I, tekrarlayan ates ve ser6z zarlarin inflamasyonu (peritonitis, sinovitis
veya ploritis) ile karakterize iken, fenotip II tanimu ise, tekrarlayan inflamasyon ve
ates Oykiisii olmayan bir hastada, ilk bulgu olarak amiloidoz ortaya ¢ikmasi halinde
kullanilmaktadir. AAA tanisinin konmasinda klinik bulgular, aile o6ykiisii,
biyokimyasal testler ve genetik laboratuvar verileri kullanilmaktadir. AAA atak ve

komplikasyonlarindan korunmak i¢in tek terapotik segenek kolsisin molekiiliidiir.

Glinlimiizde AAA tanisinin ge¢ konmasi, hastanin kolsisin kullanimin
aksatmasi veya kolsisine direngli olmasindan dolayr kronik bobrek yetmezligi
sebebiyle gen¢ yasta rutin hemodiyaliz endikasyonu olan olduk¢a fazla miktarda

hasta birey mevcuttur.

Romatizmal bir hastalik olan AAA hastaliginda mitokondriyal DNA’daki
kopya sayist degisiklikleri ile mitokondriyal disfonksiyon zemininde bir
fizyopatolojik temel oldugu diisiintilmektedir. AAA gibi siirli biyobelirtegleri olan
ve amiloidoz sonucunda kronik bobrek yetmezligi gibi sik ve Onemli bir
komplikasyonu olan bu hastalikta, farkli klinik gruplarda saptanacak farklh
mitokondriyal DNA kopya sayisi degisimlerinin, hastaligin tani, takip ve

komplikasyonlarinin engellenmesinde 6nemli bir parametre olacag: diistintilmektedir.

Calismamizda 50 kisilik AAA ile takipli, MEFV geninde M694V homozigot
mutasyonunu tagiyan, amiloidozis gelistirmis hasta grubu ve AAA klinik bulgular1 ve
MEFV gen mutasyonlar1 acisindan negatif 50 kisilik kontrol grubu arasindaki
mitokondriyal DNA kopya sayist degisiklikleri incelenmistir.

Sonug olarak, amiloidozis gelistirmis, M694V homozigot mutasyon tasiyicisi

AAA hastalarinda, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde mitokondriyal DNA
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miktarinda azalig tespit edilmistir (p<0.001). Bu calisma ile daha once birgok
hastalikta mitokondriyal genomdaki degisiklikler tizerinden tespit edilmis olan
mitokondri disfonksiyonu, AAA hastalig1 i¢in de 16kosit hiicrelerinde mitokondriyal
DNA kopya sayisinin azaldigi gosterilerek tespit edilmistir. Hastaliin kendi
icerisindeki farkli klinik gruplar arasinda mitokondriyal disfonksiyon siddetinin
degisimini anlayabilmek icin farkli ¢alisma gruplarinda yeni aragtirmalara ihtiyag

vardir.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, mitokondriyal DNA, amiloidozis,
MEFV
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ABSTRACT

Evaluating the Relationship Between the Mitochondrial DNA Copy Number

Alterations and Amyloidosis Risk in Familial Mediterranean Fever Patients

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive monogenic
autoinflammatory disease that is common in Mediterranean-populated communities.
FMF Phenotype type | is characterized by recurrent fever and inflammation of the
serous membranes (peritonitis, synovitis or pleuritis) whereas phenotype Il is used in
a patient without recurrent inflammation and fever with amyloidosis as the first
finding. Clinical findings, family history, biochemical tests and genetic laboratory
data are used in the diagnosis of FMF. The only therapeutic option to protect against

FMF attacks and complications is colchicine molecule.

Currently, there is a very large number of patients who are indicated for renal
hemodialysis due to chronic renal failure, because of delayed diagnosis of FMF

and/or disability of the patient's use of colchicine or resistance to colchicine.

There may be a physiopathological basis for the mitochondrial dysfunction
with changes in the number of mitochondrial DNA copies in FMF. FMF is a disease
with limited biomarkers and amyloidosis that is a frequent and important
complication, such as chronic renal failure. For this reason, it is considered that the
changes in the number of different mitochondrial DNA copy number variations,
detected in different clinical groups will be an important parameter in preventing the
diagnosis, follow-up and complications of the disease.

In our study, changes in the mitochondrial DNA copy number between 50
patients with FMF, who have M694V homozygote mutation in MEFV gene and
amyloidosis and 50 healthy controls, who have not any MEFV mutation or FMF

clinical finding, were examined.

As a result, a significant decrease in the amount of mitochondrial DNA was
detected in FMF patients with M694V homozygous mutation carriers who developed

amyloidosis compared to the control group (p<0.001). In this study, mitochondrial



dysfunction, which has been identified through changes in the mitochondrial genome
in many diseases, has been identified by showing that the copy number variations of
mitochondrial DNA in leukocytes also decreases for FMF disease. New research is
needed in different study groups to understand the change in severity of

mitochondrial dysfunction among different clinical groups within the disease itself.

Key Words: Familial Mediterranean Fever, mitochondrial DNA,
amyloidosis, MEFV



1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA); otozomal resesif kalitimli, tekrarlayan ates
ataklari, serdz zarlarin inflamasyonu sonucu ortaya ¢ikan karin agrisi, gégiis agrisi ve
artritin eslik ettigi bir tek gen hastaligidir (1). Koken aldigi Ortadogu ve Anadolu
toplumlarinda tastyici sikligi %0,13-0,17 olmasinin yanisira Diinya’da bu bolgelerde
sik olarak goriilmektedir (2). Yunanistan, Polonya, Avustralya, Belcika, Italya,
Yunanistan ve Kiibalilarda da hastalik gosterilmistir (Sekil 1). Yirminci yiizyilda
Avrupalilar arasinda gdgten dolay1 diinyada yaygin goriilen bir hastaliktir. Ozellikle
akraba evliliklerinin ¢ok sik oldugu iilkemiz i¢in ayr1 bir 6neme sahiptir. Daha 6nce
yapilan c¢aligsmalarda Tiirk toplumundaki AAA tastyict sikligi %20, prevalansi da
1/1075 olarak bildirilmektedir (3).

Europe Armenia

Spain

Iraq

T

Algeria

=== 1694V via sailors and land migration
== or during Muslem conquest of Spain
<4— V7267

Sekil 1. AAA nin tarihsel siiregler ierisinde Diinya {izerinde yayilimi (2).

Giliniimiizde AAA tanisinin ge¢ konmasi, hastanin kolsisin kullanimini
aksatmas1 veya kolsisine direngli olmasindan dolayr kronik bobrek yetmezligi
sebebiyle gen¢ yasta rutin hemodiyaliz endikasyonu olan olduk¢a fazla miktarda

hasta birey mevcuttur. Uluslararast AAA Konsorsiyumu ve Fransiz AAA



Konsorsiyumu, 1997 yilinda birbirlerinden bagimsiz olarak 16. kromozomun
16p13.3 bolgesi tlizerindeki marenostrin ve pyrin proteinlerini {ireten MEFV
(MEditerranean FeVer) genindeki mutasyonlarin AAA kliniginden sorumlu
oldugunu bildirmistir (4, 5). Ulkemizde en sik goriilen mutasyonlar1 olusturan
M694V, M680I (G>C), M6941, V726A mutasyonlar1 ve E148Q varyantt AAA
hastalarindaki mutasyonlarin %74’{inii olusturmaktadir (6, 7). Homozigot M694V
mutasyonu disinda prognoz agisindan MEFV geni iizerindeki diger mutasyonlarin
homozigot/heterozigot veya compound heterozigositesinin etkisi heniiz net olarak
smiflandirilamamistir. Amiloidozisle en ¢ok iligkili mutasyonun M694V homozigot
mutasyonu oldugu gosterilmistir. Ozellikle sik goriilen E148Q, V726A ve R202Q
varyantlarinin  hastalikla  iligkili olup olmadigt ve polimorfizm olarak
degerlendirilmesi gerekip gerekmedigi konular1 hala arastirmacilar tarafindan

tartisilmaya devam etmektedir (8-10).

Insan mitokondriyal DNA (mtDNA) cift zincirli ve sirkiiler bir yapiya
sahiptir. Yaklasik 16.569 niikleotitten olusan insan mtDNA’sinda protein iireten
(coding) ve protein liretmeyen (non-coding) bdlgeler bulunmaktadir. Mitokondri
genomunda 2 rRNA, 22 tRNA, 13 mRNA olmak {izere toplam 37 gen bulunmaktadir
(11). Ayrica, mtDNA’nin bir hiicre igerisinde bagimsiz ¢ogalan ¢ok fazla sayida
kopyas1 bulunur. Kopya sayisi hiicre tipine gore 100 ile 100.000 arasinda
degisebilmektedir (12).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginin patolojisi genetik ve biyokimyasal
faktorlere baglansa da hastalik mekanizmasi tam olarak agiga kavusturulamamastir.
Baz1 romatolojik hastaliklarin patogenezinde, mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle
yeterli ATP iiretilememesinin etkisi daha Once yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(13). Mitokondriyal genomdaki genetik degisiklikler mitokondriyal disfonksiyonun
en Onemli sebebidir. Bu degisikliklerden biri olan mtDNA kopya sayisi
degisimlerinin bircok hastalikta mitokondriyal disfonksiyona sebep oldugu

gosterilmistir (14-16).

Romatizmal bir hastalik olan AAA hastaliginda mtDNA’daki kopya sayisi

degisimleriyle mitokondriyal disfonksiyon zemininde bir fizyopatolojik temel oldugu



diistiniilmektedir. Daha 6nce farkli hastaliklarda yapilan ¢alismalarda mtDNA kopya
sayisinin hastalik prognozunu belirlemede biyobelirteg olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ailevi Akdeniz atesi gibi simirli biyobelirtecleri olan ve amiloidoz
sonucunda kronik bobrek yetmezligi gibi sik ve onemli bir komplikasyonu olan bir
hastalikta, farkli klinik gruplarda saptanacak farkli mtDNA kopya sayisi
degisimlerinin, hastaliin tani, takip ve komplikasyonlarinin engellenmesinde 6nemli

bir parametre olacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ailevi Akdeniz Atesi
2.1.1. Tanim

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), ozellikle Ortadogu ve Akdeniz kokenli bazi
toplumlari etkileyen genellikle otozomal resesif gegisli bir tek gen hastaligidir (1).
Ulkemizde 1/1073 prevelans ile en sik goriilen otoinflamatuar hastalik olmasi
sebebiyle, halk sagligi agisindan onemli arz etmektedir (17). Hastalik kendini
tekrarlayan ates, peritonit, sinovit, plorit ve nadiren perikardit ve menenjit ataklari ile
gosterir. Uzun donem komplikasyonu olarak amyloid A (AA) proteininin birikimi,
ozellikle kronik bobrek yetmezligi ve bunun yaninda kalp yetmezligine yol
agmaktadir (1). AAA hastalarinin yaklasik %90’inda klinik bulgular yirmi yagindan
once ortaya ¢ikar (18, 19) ve hastalik baslangici ortalama dort yastir (20).

2.1.2. Tarihge

AAA ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan tekrarlayan ates,
abdominal agr1 ve lokositozu olan 16 yasindaki Yahudi bir kiz g¢ocugunda
tammlanmustir (21). Ilk olgudan sonra 1945 yilinda Amerikali arastirmaci Siegal,
“Benign Paroksismal Peritonitis” adi ile tekrarlayan ates ve karin agris1 ataklar ile
seyreden bir klinik antite tanimlamistir (22). Reiman ise 1948 yilinda “Periyodik
hastalik” tanimlamasimni kullanmigtir (23). Catton ve Mamou ilk kez 1951 yilinda
hastaligin ailevi olduguna dikkat ¢ekmisler ve 1956 yilinda aynmi yazarlar AAA
hastalarinda amiloidozis gelisebilecegini bildirmislerdir (24). Heller ve Sohar 1958
yilinda ilk kez “Ailevi Akdeniz Atesi” tanimini kulllanmislar ve 1961 yilinda aym
yazarlar hastaligin otozomal resesif kalitildigin1 gostermislerdir (25). Tiirkiye'de ise
ilk AAA hastast “Garip Bir Karin Agris1 Sendromu” ad1 ile 1946 yilinda Abrevaya

Marmarali tarafindan bir erigkinde tanimlanmistir (26).



2.1.3. Patogenez

Uluslararasi AAA Konsorsiyumu ve Fransiz AAA Konsorsiyumu 1997
yilinda birbirlerinden bagimsiz olarak 16. kromozomun 16p13.3 bolgesi tlizerindeki
MEFV (MEditerranean FeVer) genindeki mutasyonlarin AAA kliniginden sorumlu
oldugunu bildirmistir (4, 5). Biyiikligi 15000 baz olan MEFV geni, 10 ekzondan
olusmakta ve 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Ayni1 anda bulunan genin
olusturdugu proteine Fransiz AAA Konsorsiyumu “Mare nostrum’’ (bizim deniz);
Uluslararast AAA Konsorsiyumu ise “Pyrin” (ates) ismini vermistir. MEFV geni
daha cok periferik kandaki myeloid seri hiicrelerinde (nétrofiller, eozinofiller,
monositler) ekspresse edilmekle birlikte, sinoviyal fibroblastlar, periton ve ciltteki
dentritik hiicrelerde de ekspresse olmaktadir (27). Bu genin yogunlukla ekspresse
oldugu doku ve hiicre gruplarinin, AAA kliniginde goriilen serozal, sinoviyal ve
dermatolojik bulgularla iligkili oldugu goriilmektedir. Proinflamatuar etki yapan
interferon y (IFN v), tiimor nekrozis faktor (TNF), lipopolisakkarit, interlokin-1p (IL-
1B) ve forbol miristat asetat gibi peptitler Ozellikle monositlerde MEFV gen

ekspresyon diizeyini arttirmaktadir (28).

Ailevi Akdeniz atesi ataklarmin fizyopatolojik mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir; fakat pyrin proteininin yapisinin bozulmasi sonucunda nétrofil
aktivasyonuna bagli olarak serozal yiizeylerde inflamasyon yanitinin arttigi tespit
edilmistir (29). Bu sebeple nétrofillerin fagositozunu ve kemotaksisini baskilayan
kolsisin molekiilii su an i¢in ataklarin tedavisi ve komplikasyonlarin énlenmesinde

ilk ve tek alternatiftir (18, 30).

AAA patogenezinden sorumlu pyrin proteini, bes fonksiyonel alt iiniteden
olusmaktadir (Sekil 2) (31):
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Sekil 2. Pyrin proteininin yapisi

Pyrin, amino ucu PYRIN subiiniti araciligi ile ASC (Apoptosis associated
speck like protein with a CARD) proteinine baglanir. Baglantiy1 saglayan ASC
proteini; amino ucunda PYRIN domaini, karboksi ucunda CARD igeren adaptor bir
proteindir (32), inflamazom kompleksinde yer alir, IL-1p, IL-18, 1L-33 peptitlerinin
maturasyonuna ve kaspaz enziminin proteolitik aktivasyonuna aracilik eder (33, 34).
Normal yapidaki pyrinin B30.2 bolgesi, aktif kaspaz-1 alt birimleri olan p20 ve p10
ile etkilesime girerek, aktif p20/10 heterodimer olusumunu 6nler. Mutant pyrinin
B30.2 bolgesinin p20 ve pl0 ile etkilesimi, normal yapidaki pyrin 30.2 bdlgesine
gore daha azdir ve boylece p20 ve p10 heterodimeri olusarak pyrini bZIP subiinit ile
B-box zinc finger subiinit ortasindaki Asp330 bolgesinden ikiye ayirir. Olusan N
terminal pyrin parcasi, NF-kB aktivitesi, p65 NF-kB’nin nukleusa girigini arttirarak
ya da IkB-o’nin yikilimini arttirarak arttirilir. Artan NF-kB aktivitesi ise inflamatuar
sitokin salimimini arttirir. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan g¢alismalarda, monositlerde
pyrin  fonksiyonunun baskilanmasi sonucunda IL-I1f sekresyonunun bazi
caligmalarda arttigi bazilarinda da baskilandigr gorilmiistir (35-38). Pyrinin
antiinflamatuar veya proinflamatuar m1 oldugu, mutasyonlarin pyrin proteininde
fonksiyon kaybi etkisine mi yoksa fonksiyon kazanimi etkisine mi sebep oldugu

heniiz tam olarak anlagilamamistir (Sekil 3) (31).
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A: LPS ve proinflamatuvar sitokinler ASC'yi tetikleyerek, prokaspaz-1 aktivasyonu ve CARD interaksiyonlan olusumuna sebep olmakta ve
inflamasyon baslatilmaktadir.

B: LPS ve antiinflamatuvar sitokinlerin pyrini tetiklemesi ile, pyrin ASC'ye baglanmakta ve ASC'nin diger baglantilarini bloke etmektedir.
Boylece IL-1 iglenmesi baskilanmaktadir.

Sekil 3. Pyrin proteinini ile ASC arasindaki iligkinin sematik olarak gésterimi (39)

MEFV mutasyonlarinin ¢ogunun pyrinin C terminal B30.2 subiinitinde
oldugu diisliniildiglinde, bu bolge iizerinden gergeklesen kaspaz-1 inhibisyonunun
AAA patogenezinin molekiiler diizeyde aciklanmasinda o6nemli oldugu
diigiiniilmektedir (35). Pyrinin ve kaspaz-1’in ii¢ boyutlu yapisi disiiniildiigiinde,
MEFV geni iizerindeki M694V ve M6801 (G>C) mutasyonlarinin, bu ara baglanma
yiizeyinde oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak mutant pyrin ile kaspaz-1 arasindaki
etkilesim azalarak, pyrinin IL-1f sekresyonu iizerindeki inhibitor etkisi azalmaktadir.
Bu bilgiler 1s18inda AAA patogenezinde kontrolsiiz kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1

sekresyonunun oldugu goriilmektedir.

Patogenezde C5a/IL-8 inhibitor eksikliginin de etkili olabilecegi belirtilmistir.
Bu hipotezi ortaya atan arastirmacilar, graniilositler i¢in oldukca giliclii bir
kemoatraktan olan C5a/IL8’1 inhibe eden inhibitér eksikliginin akut inflamatuar

ataga neden olabilecegini bildirmislerdir (39). Saglikli kisilerin sinoviyal ve



peritoneal sivilarinda C5a/IL-8’in kemotaktik aktivitesini engelleyen inhibitor bir
protein tagirlar. Bu protein normal kosullar altinda c¢esitli nedenlerle aktive olan
C5a/IL-8’1 inhibe ederek inflamasyonu kontrol etmektedir. Eksikligi durumunda ise
ser6z membranlarda inflamasyon ortaya ¢ikar. Yapilan ¢alismalarda hastalarin eklem

ve s1vi orneklerinde C5a/IL-8 inhibitor aktivitesi saptanamamuistir (40, 41).

AAA hastalarinda kismen saptanabilen romatoid faktor, anti niikleer antikor,
¢ift sarmal DNA antikoru gibi otoantikorlar, primer bir otoimmiin mekanizmadan

cok, inflamasyon temelinde ortaya ¢ikan non-spesifik bulgulardir.
2.1.4. Fenotip-Genotip iliskisi

Otoinflamasyon temelinde gerceklesen hastaliklarin varyasyon analizini
yapmak i¢in olusturulmus “infevers” veritabanina gére Temmuz 2016 itibariyle
MEFV geninde 314 varyasyon tanimlanmistir
(https://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/). Bu 314 varyasyondan 101 tanesi ekzon
2’de, 90 tanesi ekzon 10 iizerinde bulunmaktadir (42). En yaygin gozlenen
mutasyonlar (M694V, M680I (G>C), M6941, V726A) pyrin proteininin C-terminal
B30.2 subunitini kodlayan 10. ekzondadir (8). Bu bdlge, pyrin proteininin asil
islevini gordiigii N-ucundaki pyrin bdlgesinin tam zit ucunda olmakla beraber,
proteinin islevinde son derece onemli bir bolge oldugu diistiniilmektedir. Klinik
acidan biiyiik 6nem tasityan M694V mutasyonu, 10. ekzonun 2080. bazinda adenin
yerine guanin gelmesi sonucu metiyoninin valine donligmesiyle ortaya c¢ikan
missense mutasyondur. M694V mutasyonu AAA hastalar1 arasinda en sik rastlanan
mutasyondur (8). M694V homozigot mutasyonunu tasiyan hastalarda; semptomlarin
erken yasta baslamasi, ataklarin sik goriilmesi, kolsisin direnci ve amiloidozis
gelisimi riski yiiksektir (8). MEFV geninin 2. ekzonunda tespit edilen E148Q
varyasyonu ise, toplumun %10’unda tasiyicilik tespit edilmis ve homozigot oldugu
durumlar dahil olmak iizere arastirmacilar tarafindan, klinik vermemesi sebebiyle

polimorfizm olarak kabul edilmektedir (43).



Sekil 4. Pyrin proteininin {i¢ boyutlu modellemesinde klinigi en ¢ok etkileyen M694V ve M6801
mutasyonlarinin etkiledigi bolgeler.

Tespit edilen MEFV mutasyonlarinin ¢cogunlugu missense mutasyonlar olup
(Sekil 5) nadiren delesyon veya duplikasyon tespit edilir (34, 44). Sadece iki
mutasyonun stop kodon olusmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir. Bu stop
kodonlardan biri ekzon 2’de frame-shift mutasyon sonucunda digeri de ekzon 10’da

goriilen nonsense mutasyon sonucunda olusur (44).
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RA2W E148Q P369S F479L 1591T M694V
R408Q V726A
M6801(G>C)
M6941
M680I(G>A)
R761H
A744S

Sekil 5. Sik goriilen MEFV mutasyonlari

Birgok kaynakta AAA’nin otozomal resesif gecisli oldugu belirtilse de

tastyici frekansinin yiiksek ve akraba evliliklerinin sik oldugu toplumlarda otozomal



dominant kalitimi taklit edebilir. Pseudodominant kalitima benzeyen bu sonu¢ bazi
kaynaklarda hastaligin otozomal dominant gegisli oldugunun ileri siiriilmesine sebep

olmustur (45-47).

2.1.5. Klinik Tan1

Hastalarin %90’1nda sikayetler 20 yasindan 6nce, %60’1inda ise 10 yasindan
once baglamaktadir (19). Otozomal bir hastalik olmasindan dolayr kadin ve erkek
hasta sayisinin esit olmasi beklenirken, yapilan bazi caligmalarda kadin/erkek
oraninin 1,5/2 oldugu gosterilmistir (18, 19). Ataklar 12-72 saat siiren atesli karin
agrilar ile karakterizedir. Eklem ve kas agrilar1 atak sona erdikten sonra da devam
edebilir. Agir fiziksel aktivite, cerrahi dykii, enfeksiyon, depresyon ve mensturasyon
donemleri ataklar1 tetikleyebilir. Ataklarin karakteri kisiden kisiye degismekle
birlikte, ataklar arasindaki donemde tiim hastalar asemptomatiktir. Ilerleyen

dekatlarda atak siklig1 azalir ve ataklarin siddeti hafifler (48).

Tani icin farkl tan1 semalar1 olmakla birlikte yetiskin AAA hastalar1 i¢in ilk
tan1 skorlamast Tel Hashomer hastanesinde yapilmistir (Tablo 1). Hastaya tam
konmasi i¢in bir major veya iki mindr, veya bir mindr ve bes destekleyici kriter, veya

bir minor ve ilk bes destekleyici kriterin dordiiniin saglanmasi gerekmektedir.
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Tablo 1. Tel Hashomer kriterleri

Tel Hashomer Kriterleri

Major Kriterler Minér Kriterler
Peritonit Inkomplet ataklar
Plevrit (unilateral) veya perikardit Eforla bacak agrist
Monoartrit Kolsisine yanit
Ates

Destekleyici kriterler

Aile oykiisii

Toplumsal yatkinlik

20 yasindan 6nce baslayan semptomlar
Siddetli, yatak istirahati gerektiren ataklar

Ataklarin kendiliginden remisyona girmesi

Ataksiz donemlerin olmasi

AAA ile iliskili laboratuvar parametrelerinin pozitifligi

Epizodik proteiniiri-hematiiri

Negatif laparotomi bulgusu veya apendektomi Oykiisii

Ebeveynlerde akrabalik 6ykiisii

AAA hastalar klinik agidan ii¢ fenotipte incelenir:

Fenotip 1; siklikla birinci veya ikinci dekatta baslayan, serozal yiizeylerde

inflamasyonla beraber goriilen ates ataklari ile karakterizedir.

Fenotip 2; tekrarlayan inflamasyon ve ates Oykiisii olmayan bir hastada, ilk

bulgu olarak amiloidozis ortaya ¢ikmasi halinde kullanilmaktadir.

Fenotip 3 ise; MEFV gen mutasyonu tagimayan bireylerde kolsisine yanit
veren AAA benzeri ataklar goriilmesidir. Toplumlara gére klinik 6zelliklerin siklig1

degisiklik gosterebilmektedir (49-52).

Birgok sistemle ilgili belirti ve bulgularin olmasi nedeniyle bir¢ok hastaligin

ayrici tanida diistiniilmesi gerekmektedir (53) (Tablo 2).
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Tablo 2. AAA ayirici tamisindaki hastalik ve durumlar (53).

Atesli karin agris1 ataklarn

Izole ates ataklar

Atessiz karm agris1 ataklari

Pyelonefrit

Idrar yolu enfeksiyonlar
Pelvik inflamatuar hastalik
Pankreatit

Inflamatuar bagirsak hastalit
Hiper 1gD sendromu

Kronik divertikiilit / apandisit

PFAPA

HIDS

Crohn hastalig1
Alerjik reaksiyon
Siklik nétropeni
Lenfoma
Malarya

Nefrolitiazis

Kolelitiazis

Peptik tilser

Ovulasyon / mensturasyon
Orak hiicreli anemi
Abdominal epilepsi
Herediter anjioddem
Porfiri

Abdominal anjina

Eklem ataklari

Skrotal ataklar

Gogiis agris1 ataklari

Behget hastalig

Reiter sendromu
Spondiloartropati
Sarkoidozis

Juvenil idiyopatik artrit
Gut

Meniskiis yirtiklar
Septik artrit

Romatizmal ates

Testis torsiyonu
Epididimit
Orsit

Behget hastalig

Infeksiydz pléroperikardit
Otoimmiin pléroperikardit
Tekrarlayan benign perikardit
Tekrarlayan pulmoner emboli

Pl6ropnémoni

2.1.5.1. Tekrarlayan Ates

Ataklara eslik eden en 6nemli bulgu ates olmasina ragmen, nadiren atesle

seyretmeyen ataklar raporlanmistir (54, 55). Ates diizeyi 38°C’nin iizerinde atak

stiresince devam eder. Aniden yiikselen ates plato fazi ¢izdikten sonra yine ani bir

sekilde diiser. Genelde atese diger klinik bulgular da eslik ederken, nadiren ates atak
sirasindaki tek bulgu olabilir (56). Ozellikle ¢ocuk AAA hastalarinda 40°C’ye

ulasabilen izole ates yiikseklikleri goriilebilir, bu durum o6zellikle enfeksiyonlarla

karisabilir (19).
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2.1.5.2. Karmn Agrisi

Tekrarlayan atesten sonra en sik ikinci bulgu olan karin agrisi, aseptik serozit
zemininde hastalarin %90’indan fazlasinda ataklara eslik etmektedir (19). Karin
agnist siklikla lokal olarak baglar, yaygin agriya ilerleyebilir. Rebaund, defans,
rijidite ve adinamik ileus saptanabilir. Bu bulgular akut batin tablosuyla karistirilip,
Ozellikle tan1 konmamis hastalar gereksiz cerrahi operasyon gecirebilirler (57).
Tiirkiye’de AAA hastalarinin %20°si atak doneminde akut apandisit 6n tanisiyla
opere edildigi raporlanmistir (18). Hatta bazi arastirmacilar, klinik tablonun bu denli
karigmasindan oOtiiri AAA hastalarinda elektif olarak apendektomi yapilmasi
gerektigine dair fikir beyan etmislerdir (54). Cocuk hastalarda tabloya ishal eslik
edebilir (58). Ayrica AAA hastalarinda kullanilan kolsisin molekiilii de hastalarin
%10-20’sinde karin agris1 ve ishale sebep olabilir (59).

Ataklar sirasinda bazi hastalarda peritonda hiperemi veya sivi birikimi
gosterilmistir. Peritonda biriken sivi  ekzudatif karakterde olup, fibrin ve
polimorfoniikleer 16kositlerden zengindir. Bunun yaninda asemptomatik donemlerde
bilgisayarli tomografi goriintiilemelerinde, peritoneal sivi saptanamamaktadir (60).
Zaman icerisinde tekrarlayan ekzudatif s1v1 birikimleri peritonda yapisikliklara sebep
olarak, mekanik bagirsak obstriikksiyonu, sigmoid volvulus ve strangiilasyon gibi
komplikasyonlara yol agabilir (19). Ozellikle peritoneal sividaki nétrofil orani ile
yapisiklik gelisme riski dogru orantihidir (61). Yapilan caligmalar da mekanik
bagirsak obstriiksiyonu prevelansinin AAA hastalarinda normal popiilasyondan daha
yiiksek oldugunu gostermektedir (62). Cerrahi 6ykiisii olmayan AAA hastalarinda
intestinal obstriiksiyon sikligi %3 olarak raporlanmistir. Tekrarlayan ataklar

sonucunda bazi hastalarda sklerozan peritonit zemininde asit gelisimi de goriilebilir

(54).

2.1.5.3. Gogiis Agrisi

Ataklar sirasindaki plevra tutulumunun sikligi ortalama %45 civarinda
olmakla birlikte, AAA’nin goriildiigii toplumlar arasinda farklilik gostermektedir.

Agrt plevranin inflamasyonu sonucunda veya subdiafragmatik inflamasyon
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zemininde ortaya ¢ikabilir (63). Plevra inflamasyonu genellikle tek tarafli olup soluk
alip verme ile agr1 mevcuttur. Gogiis agrisi, diger atak bulgularindan farkli olarak
yedi giine kadar uzayabilir ve nadiren akciger grafisinde plevral efiizyon tespit
edilebilir (59). Homozigot M694V mutasyonu tespit edilen hastalarda, diger

mutasyonlara gore daha sik plevra tutulumu bildirilmistir (64).

Hastalarda goglis agrisi perikardit zemininde de gelisebilir. (65, 66).
Hastalarin  %0,5’inde perikardit raporlanmistir (67). Perikardite bagli olarak
retrosternal agri, elektrokardiyografide ST elevasyonu, ekokardiyografide perikardial
efiizyon bulgular ve/veya telekardiyogramda kalp golgesinde genisleme goriilebilir
(66). Nadiren, uzamis perikardit ataklart sonucunda perikardiyal tamponad ve

konstriktif perikardit gibi komplikasyonlar goriilebilir (65).

2.1.5.4. Artralji/Artrit

Eklem tutulumu, AAA hastalarinin %70’inde artralji %30’unda ise artrit
tablosu ile ortaya ¢ikarken, hastalarin yaklasik %75’inde goriilen yaygin bir bulgudur
(68). Daha ¢ok monoartrit tablosu goriilmekle beraber, genellikle diz ve dirsek
eklemleri etkilenmektedir (69). Bunlara ek olarak temporomandibular ve
sternoklavikular eklemler de etkilenebilir (19, 70). Hastalarda genellikle ayni
eklemin tutulmasi beklenir; fakat bazi hastalarda her seferinde farkli bir eklem de
tutulabilir (migratuar poliartrit). Bazi olgularda artrit ataklarin tek bulgusu olabilir
(71, 72). Hastalarin %16’sinda ise atak sirasinda ilk semptom olarak ortaya ¢ikar
(25). Artrit bulgulart hastalarin yaklasik %50’sinde 10 yasindan Once baglangic
gosterir (3). Buradan hareketle artrit ve artralji bulgularmin erken baslangigh
olgularda daha sik goriildiigii sdylenebilir (18). Hastalarin artrosentez mayisi
incelendiginde, polimorfoniikleer 16kositlerden zengin, protein diizeyinin yliksek ve
kiiltiriin steril oldugu goriliir (73). Lokosit oraninin yiiksek oldugu olgular septik
artritle karistirilabilir (69). Akut atak sirasinda direk grafilerde kemik yapilarda
herhangi bir degisiklik bulunmaz (74). Artrit bolgesinde genellikle kizariklik saptanir
(75). Artritli AAA hastalarinin %40’ mnda bulgulara erezipel benzeri eritem eslik eder
(76).
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Bazi hastalar 6zellikle alt ve iist ekstremiteleri icine alan yaygin artraljiden
yakinirlar. Haftalar veya aylar sonra agri ve inflamasyon kendiliginden azalir. Bu
hastalarda genellikle ikinci bir eklemde de sinovit vardir ve eklem cevresi kaslarda
belirgin atrofi ve radyolojide osteoporoz, litik erozyonlar veya osteonekroz goriiliir.
Uzamuis artritlerin bazilarinda 6zellikle kalgada goriilenlerin %30’unda eklem hasari
ciddi boyutlara ulasip agir deformasyonlara yol agabilir. Kal¢a ekleminin sik
aspirasyonu ile osteonekroz ve cerrahi miidahale ihtiyaci ortadan kaldirilabilmektedir
(70). Kronik diz eflizyonu olan hastalara da kimyasal veya cerrahi olarak

sinoviektomi uygulanmas: gerekebilir. ileri eklem hasar1 olan hastalarda artroplasti
endikedir (68, 70).

Hastalarda eklem tutulumunun daha nadir bir tipi HLA-B27’nin negatif
oldugu spondiloartropatidir. Bu hastalarda siklikla unilateral veya bilateral sakroileit,
tekrarlayan entezit ve radyolojide spinal tutulumun goriildiigii lumbalji ve servikalji
goriiliir.  Spondiloartropati  kolsisin  tedavisine yanit vermezken, nonsteroid

antiinflamatuarlara ve ikinci basamak antiromatizmal ilaglara duyarlidir (77).

2.1.5.5. Miyalji

AAA ataklart sirasinda hastalarin yaklasik %20-40’1nda ¢esitli kas bulgulari
olabilir (18, 78). Ataklar sirasinda goriilebilen miyaljiler; egzersiz sonrasi gelisen
cocukluk c¢agi miyaljisi, fibromiyaljiye bagli yaygin miyalji, uzamis atese bagh
miyalji, ataga eslik eden miyalji ve kolsisine bagli gelisen miyalji olmak iizere bes
tipte incelenir. Egzersiz sonras1 gelisen miyalji genellikle alt ekstremiteyi tutar. Bu
tip atese veya akut faz yamitina bagli degildir, 2-3 giin igerisinde gerileme olur,
siddetli bir atagi takip edebilir ve genellikle aksamlar1 olur (54). Cocuk ve yetiskin
AAA hastalarinda, fibromiyalji sendromunun insidansi yiiksektir. Bu durumun temel
sebebi kronik hastalik sebebiyle agri esiginin diismesi olarak gosterilmektedir.
Hastalarda fibromiyalji temelinde gelisen miyaljide akut faz reaktanlarinda ve kas
enzimlerinde yiikselme beklenmez (79, 80). Ataga eslik eden miyalji de jeneralize

tarzda olmakla beraber, atagin sonlanmasiyla sona ermektedir (53).
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Kolsisine bagli gelisen miyaljilerde ise renal amiloidozise bagli renal
yetmezlik ve buna bagl olarak siklosporin kullanimi primer predispozan faktordiir.
Bu tip miyaljide proksimal kas gii¢siizliigiine ek olarak, kas enzimlerinin
diizeylerinde artis, elektromyografide miyopatik patern ve kas biyopsisinde non-
nekrotik kas fibrillerinde otofajik vakuller ve lizozomal depolanma tespit edilebilir
(81). Uzamis atese bagli miyalji vakalarin yaklasik %1-3 civarinda goriiliir (78, 82).
Ozellikle alt ekstremite de ortaya cikar, ve hastalarm yasam Kalitesini etkileyecek
diizeyde siddetli agri-hassasiyet ile alti1 haftaya kadar devam eder. Serdzit
ataklarindan once veya sonra goriilebilir, %70’ine ates eslik eder (83). Kas enzimi
diizeyleri, kas biyopsisi ve EMG elektromyelografi normaldir; fakat MR
goriintiilemede kaslarda 6dem tespit edilebilir (54). Bu durum M694V homozigot
mutasyonlu hastalarda daha siktir (84).

2.1.5.6. Cilt Bulgular:

Ataklar sirasinda gesitli cilt lezyonlar1 geligebilir. Hastalik ile iligkili primer
cilt bulgular olarak irtiker, avu¢ igleri ve tabanlarda diffiiz eritem, subkutan
nodiiller, anjiondrotik 6dem, piyoderma, Raynaud fenomeni, vaskiilitlere baglh cilt
bulgular1 ve anlamlis1 olarak erezipel benzeri eritem goriilebilir (85). Erezipel
benzeri eritem AAA agisindan en spesifik cilt bulgusu olup, ates ve/veya artrite eslik
eder; bacak, ayak bilegi ve ayak sirtinda yerlesik olabilir (Sekil 6). Uzun siireli
yiriime ve ayakta durmalarda siddetlenebilir (85). Lezyon 15-50 cm ebatlarinda,
agrili, lokal atesli, kabarik ve keskin sinirlt olup 1-3 giinde kaybolur (19). Siklikla tek
taraflidir; fakat bazen iki ekstremiteyi de tutabilir. Histopatolojik incelemede

lezyonlarda herhangi bir spesifik anomali saptanamamustir (85).
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Sekil 6. Erezipel benzeri eritem (86).

2.1.5.7. Diger Klinik Bulgular

Tunika vajinalisin inflamasyonu sonucu peritonun genislemesi akut skrotal
ataklara sebep olabilir. Bu bulgu daha ¢ok ¢ocuklarda ve geng erskinlerde gortiliir.
Genellikle tek taraflidir ve kizariklik, agri, 6dem gibi inflamasyon bulgulart eslik
edebilir (54). Cesitli sinir sistemi bulgular ataklara eslik edebilir; fakat bu bulgularin
cok nadir oldugu belirtilmistir.

Multipl skleroz prevalansmnin AAA hastalarinda normal toplumdan 2-4 kat
daha yiiksek olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (87, 88). Gz tutulumu ¢ok nadirdir.
Vaka raporu diizeyinde sklerit, pre-liveit, pan-iiveit, papillit ve retinal kolloide benzer

vakalar raporlanmistir (89-91).

2.1.5.8. Amiloidozis

Hastaligin prognozunu belirlemede en onemli faktér amiloidozis ve son

donem bobrek yetmezligi gelisimidir. Bu komplikasyon en sik Sefardik
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Yahudilerinde goriliir ve vakalarin %60’m1 olusturur. Amiloidoz gelisiminde en
onemli faktor, karacigerde iiretilen serum amyloid A proteininin artigidir (Sekil 7)
(92). Bu insolubl proteininin artmis sentezi ve azalmis eliminasyonu, ekstraseliiler
alanlarda birikim zemininde amiloidozis gelisimine sebep olabilir (93). Kolsisin
kullanmamig 40 yas alti AAA hastalarin %60-75’inde amiloidoz gelisebilir (94).
Kolsisin kullanimi amiloidozis insidansint belirgin sekilde azaltmaktadir; fakat

AAA’nin yaygin oldugu toplumlarda amiloidozis 6nemli bir komplikasyondur.

Tirkiye’de yapilan iki c¢alismada AAA’ll hastalarda amiloidozis oranlari
%12.9 ve %8.6 olarak bulunmustur (18, 95). AAA’nin sik gorildigi toplumlarda
amiloidozis orani cevresel ve genetik etkenlere bagli olarak degismektedir. Bu
sebeple ayni topluma ait, fakat farkli cografyalarda yasayan bireylerde dahi
amiloidozis insidans1 farklidir. Birgok yayin amiloidozis gelisimindeki en onemli
risk faktoriinliin  MEFV genindeki M694V homozigot mutasyonu oldugunu
belirtmistir (95, 96). Daha 6nce 2246 Tiirk hastada yapilan bir ¢alismada M694V
homozigot mutasyonlu bireylerin alt1 kat daha fazla risk altinda oldugu belirtilmistir
(96). Ayrica erkek cinsiyette olmak ve amiloidozis agisindan pozitif aile dykiisii de

risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (95, 97).

Amiloid artiklar ilk olarak dalak, karaciger ve bobreklerde birikmeye baslar,
sonrasinda da testisler, adrenal bezler, gastrointestinal sistem ve sinir sisteminde de
birikim goriilebilir (92). Amiloid fibrilleri sebebiyle olusan bobrek hasart zemininde
bobrek yetmezligi ve nefrotik sendrom en sik goriilen klinik sonuclardir.
Gastrointestinal ~ birikiminde birgok hasta asemptomatik olmasina ragmen,
bazilarinda ishal ve malabsorbsiyon goriilebilir. Testislerde amiloid birikimi ise
azospermi ve infertiliteye sebep olabilir. Dolagim bozuklugu ve kalp yetmezligi olan

hastalarda da kardiyak birikim g6z oniinde bulundurulmalidir (19).
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Sekil 7. Renal amiloidozisin 151k mikroskobunda hematoksilen eozin boyama ile elde edilmis
goriintiisii (98)

Hastalar renal amiloidozis i¢in rutin idrar testleriyle takip edilmelidir. Tan1
icin en sensitif yontem renal biyopsidir (%88); fakat amiloidozise bagli kanama
egilimi artig1 biyopsiyi siirlamaktadir. Bu sebeple daha az sensitif olmasina ragmen
daha az invaziv oldugu icin rektal biyopsi tercih edilebilir (%75). Kemik iligi
biyopsisi ve yag doku biyopsisi de alternatif olarak kullanilabilir. Kemik iligi
biyopsisinin sensivitesi renal biyopsinin sensivitesine yakin olsa da, yag doku
biyopsisinin sensivitesi disiiktiir (99-101). Amiloidozisle ilgili klinik bulgular

genellikle 40 yas tistlinde goriiliir.

2.1.5.9. AAA’ya Eslik Eden Vaskiilitler

Yapilan c¢aligmalar, poliarteritis nodosa (PAN) ve Henoch-Schonlein
purpurasinin (HSP) AAA hastalarinda normal topluma gore daha sik gorildiigiinii
gostermistir. Daha diisiik oranda Behget hastaligi da AAA’ya eslik edebilir.
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Poliarteritis nodosa kiigiik-orta c¢apli arterleri tutan ve nekrotizan
inflamasyona sebep olan bir vaskiilittir. Ailevi Akdeniz atesi ve PAN birlikteligi
vakalarin  9%0.9’unda raporlanmistir. Bu vaskiilitin toplumdaki prevalansinin
6/100000 oldugu g6z onilinde bulunduruldugunda, AAA hastalarinda PAN goriilme
riskinin 200 kat daha fazla oldugu goriilecektir (18, 102). Bu birliktelikte hastalarda
AAA klinik bulgular1 PAN klinik bulgularindan daha 6nce kendini gosterir (102).
Semptomlar agisindan, iki hastalik da karin agrisi, ates, miyalji, eklem ve cilt
bulgular1 gibi benzerliklere sahiptir (53); fakat AAA’ya eslik eden PAN ile klasik
PAN arasinda klinik ag¢idan bazi farkliliklar vardir. Klasik PAN 40-60 yaslari
arasinda klinik gosterirken, AAA iliskili PAN daha geng yaslarda ortaya ¢ikar (102).
Yapilan bir ¢alismada AAA iligskili PAN’1n ortalama goriillme yasinin 14.9 yas
oldugu raporlanmistir (103). Ayrica klasik PAN erkeklerde daha sik goriiliirken,
AAA iliskili PAN’da kadin erkek orani esittir (18). Klasik PAN’da spontan perirenal
hematom nadirken, AAA iligkili PAN olgularin yarisinda goriilir (103). Klasik
PAN’da glomeriiler tutulum goriilmezken, AAA iligkili PAN’da glomeriiler tutulum
siktir (104, 105). Prognoz agisindan da, AAA iliskili PAN daha diisiik mortaliteye
sahiptir (103).

Henoch-Schonlein purpurasi cilt, bobrek, eklem ve gastrointestinal tutulumu
olan ve kiiclik arterleri tutan, ¢ocukluk caginin en sik goriilen vaskiilitidir. Vaka
serilerinde AAA ve HSP birlikteligi %2.7-7.2 arasinda gosterilmistir (105). Henoch-
Schoénlein purpurasinin ¢ocukluk donemindeki insidansinin %0.8 olmasi sebebiyle,
AAA hastalarinda dort kat risk artis1 oldugu sdylenebilir. Klasik HSP ile AAA iliskili
HSP arasida klinik agidan 6nemli bir fark gosterilememistir (102).

Behget hastaligt Akdeniz bolgesi ile Uzakdogu arasindaki toplumlarda sik
olarak goriilen bir idiyopatik inflamatuar hastaliktir (106). Ailevi Akdeniz atesi
hastalarinda Behget hastaligi insidansinin arttigina dair caligmalar olsa da aksini
belirten caligmalar da mevcuttur. Klinik agidan da klasik Behget hastalar1 ve AAA

iligskili Behget hastalar1 arasinda dnemli bir fark bulunamamustir (102).
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2.1.6. Laboratuvar Bulgular:

Su ana kadar AAA ile direkt iligkili bir laboratuvar parametresi
gosterilememistir. Eritrosit sedimentasyon hizi, C-reaktif protein (CRP) ve serum
amiloid-A gibi akut faz reaktanlar1 ataklar sirasinda yiikselirler. Ayrica bunlara
fibrinojen ve 16kosit seviyelerindeki artislar da eslik eder. Bir negatif akut faz
reaktani olan albiimin ise ataklar sirasinda genellikle sabit kalir. Ayni sekilde platelet
degerlerinde de atak sirasinda 6nemli bir degisiklik olmaz. Baz1 durumlarda atak
oncesi donemde de akut faz reaktanlar1 yiikselebilir. Bazi aragtirmalar, hastalarin
yarisinda sub-klinik déonemde CRP degerinin arttigimi belirtmislerdir (107, 108).
Buna ek olarak, amiloidozis ile iligkili olan serum amiloid-A diizeyi, hastalarin
yaklasik %30’unda ataklar arast donemde de yiiksek degerlerdedir (108). Ayrica
ilging bir sekilde MEFV mutasyonu tasiyan saglikli bireylerde de MEFV mutasyonu
tagimayan saglikli bireylere gore akut faz reaktanlarinin diizeyinin daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Bu durum, bu hastalarda hasarlt pyrin proteininin sitokin
yolagini aktifleyerek akut faz yamitini aktiflemesiyle agiklanmistir (109). Sitokin
diizeyleri {izerine yapilan c¢aligmalarda, o6zellikle hepatositlerden akut faz
reaktanlarinin  iretimini indiikleyen IL-6 dilizeyinin ataklar sirasinda arttig1
gosterilmistir (110). Hastalik patogenezinde 6nemli bir rolii olan IL-1 diizeyi farkli
arastirmacilar tarafindan arastirilmis olsa da mevcut yontemlerle AAA ataklar ile
iliskisi gosterilememistir (111). Otoantikorlar {izerine yapilan g¢alismalarda ise
romatoid faktor, anti-niikleer antikor diizeyleri ile AAA arasinda anlamli bir iligki

bulunamamistir (112, 113).

Daha 6nce yapilan vaka sunumlarinda AAA ataklarinda biliriibin seviyesinin
yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu hipotez daha sonra vaka-kontrol ¢aligmalar ile de
desteklenerek, AAA hastalarinin yaklasik %25’inde atak sirasinda direkt ve indirekt
bilirlibin seviyeleri ylikseldigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada ataklar sirasinda
transaminaz diizeylerinin de sabit kaldig1 belirtilmistir (114). Idrar tetkiklerinde, atak
ve atak Oncesi donemde transient hematiiri ve proteiniiri goriilebilmektedir (107).
Hastalarin yaklagik yarisinda diskida gizli kan tespit edilmis olup, bu durumun

ataklar sirasinda vaskiiler permabilite artisina bagli olabilecegi belirtilmistir (105).
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2.1.7. Tedavi

Tedavi hedefleri; ataklar1 tedavi etmek, ataklari engellemek, ataklar arasi
donemde inflamasyonu baskilamak, amiloidozis gelisimini Onlemek olarak

siralanabilir.

Kolsisin  1970’lerden beri AAA tedavisinde kullanilan tek alternatif
molekiildiir. Kolsisinin ataklar1 azalttig1 yapilan randomize kontrollii ¢aligmalarda
ispatlanmustir (115, 116). Kolsisinin optimal dozu hakkinda heniiz bir fikir birligi
saglanamamistir. Yetiskin hastalar i¢in standart doz 1 mg olmasina ragmen, atak
gelisiminde doz 1.5-2 mg’a yiikseltilebilir. Giinliik total doz yan etkileri azaltmak
icin bolinerek verilebilir (117). Cocuk hastalar ilizerinde yapilan bir c¢alismada,
diizenli kolsisin kullaniminda hastalarin {icte ikisinde komplet remisyon, ii¢te birinde
ise parsiyel remisyon saglanmigtir. Kolsisine diren¢ vakalarin yalnizca %5’inde
tespit edilmistir (118, 119). Yapilan diger calismalarda hastalar arasinda kolsisin
direnci %5-10 arasinda gosterilmistir (120). Diizenli olarak kolsisin kullanimi
sonucunda da amiloidozis komplikasyonlar1 engellenmektedir (121). Amiloidozis
gelismis fakat son donem bobrek yetmezligine gitmemis hastalarda da giinliik 1.5 mg
veya lizerinde kolsisin kullaniminin, renal hasar gelisimini durdurdugu ve proteiniiri
diizeyini azalttigi raporlanmistir (122, 123). Amiloidozis sonucunda son donem
bobrek hasar1 gelismis ve renal transplantasyon uygulanmis hastalarda kolsisin dozu
eger hasta tolere edebiliyorsa semptomlardan bagimsiz olarak giinliik 2 mg olmalidir
(117). Glomeriiler filtrasyon hizinin 10 mL/dk degerinin altina diistiigii son dénem
bobrek yetmezlikli hastalarda ise kolsisin toksisitesinden korunmak i¢in doz yartya
distiriilmelidir (117). Kolsisin direnci gelisiminde en 6nemli faktor, ilag kullaniminin
aksatilmasi veya diizensiz kullanilmasidir (1). Kolsisin atak sayisini azaltmada etkili

olmasa bile, amiloidozisi engelleme etkisi sebebiyle kesinlikle birakilmamalidir.

Tedavi protokoliinde kolsisine ek olarak, yatak istirahati, parasetamol ve non-
steroid anti-inflamatuar ilaglar Onerilir. Atak sirasinda, rutinde kullanilan kolsisin
dozunu arttirmanin ekstra bir koruyuculugu olmamakla birlikte aksine ishal ve daha

ileri gastrointestinal komplikasyonlara yol agma riski vardir (117).
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Birgok calismada, ataklar sirasinda kullanilabilecek alternatif terapiler
denenmistir. Atak baglangicinda IV olarak 40 mg metilprednizolon veya interferon
alfa uygulamasinin semptomlar1 azaltmada etkili olabilecegi Onerilmistir (17, 124).
Baz1 caligmalar, kolsisine direngli vakalarda IL-1’1 bloke eden ajanlarin ataklarin
tedavisinde etkili oldugunu gostermistir (125). Ozellikle IL-1a and IL-1p reseptorleri
izerinden antagonist etki yapan anakinra ve IL-1B monoklonal antikoru sanakinumab
molekiilleri ataklarin sayisim1 ve siddetini azaltmaktadir (125, 126). Bir IL-1
inhibitorii olan rilonacept molekiilii ile yapilan randomize kontrollii ¢alismalar da, bu
molekiiliin atak sikligin1 azalttigin1 gostermistir (127). Son g¢alismalarda anti timor
nekrozis faktdr (TNF) ajan olan talidomidin de atak sikligini azalttigini gostermistir

(128).

2.1.8. Prognoz

Hastaligin prognozunu belirleyen en 6nemli 6zellik amiloidozis varligidir.
Amiloidozis gelisme siklig1 toplumlar ve irklar arasinda farklilik gostermekte olup
tilkemizde yapilan bir ¢aligmada %12,9 olarak saptanmistir (18). Ancak erken teshis

ve erken baslanan kolsisin tedavisiyle bu oran %1 ler seviyesine inmektedir.

2.2. Mitokondri

Mitokondri oksidatif fosforilasyonla ATP iiretimini saglayan, hiicresel
enerjinin kaynagi sayilan organeldir (129). Yag asidi p-oksidasyonu, trikarboksilik
asit dongiisii (Krebs dongiisii), tire siklusu, aminoasit, kolesterol, yag, steroid ve
niikleotidlerin metabolizmas1 gibi temel metabolik olaylar da mitokondride
gerceklesir (130). Mitokondri ayrica apoptozda ve hiicre boliinmesinde gorev yapan
sinyal transdiiksiyon yolaginda da gorev yapmaktadir (131). Mitokondrinin diger
organellerden farkli olarak, kendine ait genomu vardir. Mitokondri insanda olgun
eritrositler disinda tiim 6karyotik hiicrelerde bulunurlar. Uzunlugu 1-7 mikrometre,
cubuk seklinde veya 2-3 mikrometre c¢apinda kiiresel yapilardir. Kabaca dis
membran, i¢ membran, krista, matriks ve membranlar arasi bosluktan olusmaktadir
(Sekil 8). Mitokondri dis membrani1 porin adi verilen kanal proteinleri igerir; bu

proteinler 5000 dalton ve daha kiiciik molekiillerin, iyon ve metabolitlerin serbest
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difiizyonunu saglar. Cekirdek genomu tarafindan iiretilen proteinler mitokondri dis
membranindan TOM/TIM protein kompleksi iizerinden gegerler. Mitokondri i¢
membrani krista olarak tanimlanan katlantilar sayesinde yiizey alanini arttirir. I¢
membran secici gegirgen yapida olup, protein ve metabolitlerin matrikse tasinmasi
icin spesifik mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar genellikle tastyic1 protein
yapilarindan olusmaktadir. Biiyiik molekiiller ATP bagimli aktif transport yoluyla
matrikse alinirlar (132). Mitokondri matriksi ve sitozol arasinda devamli bir madde
alis verisi olur. Mitokondri i¢ membraninin lipid yapis1 kardiyolipin fosfolipidi

acisindan zengindir.

ATP sentaz
partikilleri

Membranlar
arasi bogluk

Matriks

Krista

Ribozom
Grantiller

ic membran

' Dis membran

Sekil 8. Mitokondrinin yapist

Insan hiicrelerinde farkli sayida mitokondri bulunmaktadir. Bu say1 1000-
100000 arasinda degisebilmekte ve dokular arasinda farklilik gostermektedir (133).
Sinir hiicreleri, iskelet kas hiicreleri ve kalp kas hiicreleri gibi yiiksek enerjiye

ihtiyact olan dokularda daha fazla sayida mitokondri mevcuttur. Bu sebeple
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mitokondri sayist ve mitokondrideki kristalarin yogunlugu hiicrenin metabolik
aktivitesi ile dogru orantilidir. Mitokondriler hiicre i¢inde mikrotiibiiller iizerinden
hareket ederler ve enerji ihtiyaci olan bolgeye yerlesirler. Enerji {iretiminde son
basamak olan elektron transport zinciri mekanizmasi mitokondri i¢ membraninda yer
almaktadir (Sekil 9). Bu mekanizma bes enzim kompleksinden olugsmaktadir ve her

bir kompleks bir¢ok alt-iinite igermektedir.

intermembranéz aralik

FADH; FAD

+
S 2H" + 1120,

NAD  + H'

Mitokondri matriksi " -
Mitokondri ic membrani

Sekil 9. Elektron transport zinciri mekanizmasi (133)

Mitokondri matriksi icinde piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin
metabolizmas1 sonucunda ortaya g¢ikan asetil koenzim A, Krebs siklusuna girerek
oksidasyona ugrar (Sekil 10). Bu siklusta karbondioksit, indirgenmis flavin adenin
dintikleotit (FADH2) ve nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) olusur (134).
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Sekil 10. Krebs siklusu mekanizmasi (135)
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Yiiksek enerjili elektronlar FADH2 ve NADH ile tasinarak mitokondri i¢
membraninda bulunan proteinler araciligiyla Oz’ye ulastiriir ve H20 olusur.
Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi sirasinda olusan NADH ve FADH>
mitokondrinin i¢ membraninda yer alan kompleks I ve kompleks II’ye elektron
saglarlar. Respiratuar zincirdeki enzim komplekslerinin alt-liniteleri hem c¢ekirdek
DNA’s1 (nDNA) hem de mtDNA tarafindan kodlanmaktadir. Kompleks I yedi tanesi
mtDNA tarafindan kodlanan toplam 45 alt-iiniteden olugsmaktadir. Kompleks II ise
dort alt-liniteden olusmaktadir ve tiimii nDNA tarafindan kodlanmaktadir. Bu
kompleks siiksinatin = fumarata oksidasyonunda katalizor gOrevi  goriir.
Elektrokimyasal fark dogrultusunda ve iki hareketli elektron tasiyict olan ubikinon
ve sitokrom c ile elektronlar kompleks III ve kompleks IV’e ulastirilir. Kompleks IIT
ubikinondan sitokrom c’ye elektron transferini saglar. Kompleks II'ii olusturan 11
alt-tiniteden, sadece sitokrom b nDNA tarafindan kodlanirken, digerleri mtDNA
tarafindan kodlanirlar. Kompleks IV elektron transport zincirinin son pargasi olup,
sitokrom c¢’nin O2’yi indirgemesinde katalizor gorevi goriir. Kompleks IV 13 alt-
tiniteden olusur ve bunlarin 10 tanesi nDNA tarafindan, ii¢ tanesi de mtDNA
tarafindan kodlanmaktadir. Kompleks V (ATP sentetaz) ise 16 alt-liniteden olusur ve
ikisi mtDNA tarafindan kodlanirken 14 tanesi nDNA tarafindan kodlanir. Elektron
transportundan saglanan enerji kompleks I, kompleks III ve kompleks IV tarafindan
mitokondri matriksinden membranlar arasi bosluga proton (H") pompalamak igin
kullanilir. Matriksteki protonlar intermembrandz araliga gonderilir ve sonugta proton
gradienti olusur. Intermembrandz aralikta toplanan protonlar, kompleks V (ATP
sentetaz) tarafindan matrikse gecirilirken ATP aciga c¢ikar. Bu olay oksidatif
fosforilasyon olarak adlandirilir. Olusan ATP, sitozolde bulunan ADP ile adenin
niikleotid translokator yardimiyla degistirilir. Sonrasinda ATP sitozolde enerji

gerektiren iglemlerde kullanilir (136-138).

2.2.1. Mitokondriyal DNA

Insan mitokondri genomu 16569 baz uzunlugunda, sirkiiler ve ¢ift zincirli bir
yapidan olusmaktadir (129). iki zincirden biri hafif zincir biri de agir zincir olarak
tanmimlanir ve sezyum klorid gradyentlerinin dansitelerine gore ayirt edilir (Sekil 11).

Mitokondri genomundaki 13 gen oksidatif fosforilasyon mekanizmasindan sorumlu
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polipeptitleri iiretirken, 2 gen rRNA, 22 gen de tRNA iiretiminden sorumludur.
Kodlanmayan bolge (displacement loop), yaklasitk 1100 baz uzunlugunda, gen
icermeyen ve ileri derecede polimorfizm gosteren, agir zincirin replikasyonundan

sorumlu bolgedir. Diger mitokondriyal proteinler ¢ekirdek DNA’sindan kodlanir,

sitoplazmada sentezlenerek mitokondriye alinir (139).

128
rBNA fF  D-loop

Heavy
strand

Sekil 11. Mitokondriyal DNA’nin yapis1 (135).

Mitokondriyal kalittm, Mendelyen kalittm paternine goére farkliliklar
gostermektedir. Bunlardan en onemlisi mtDNA’nin maternal kalitim gostermesidir.
Spermin sitoplazma icermemesi ve mitokondrilerin fertilizasyona katilmayan kuyruk

kisminda toplanmasi nedeniyle zigottaki mitokondriler sadece ovuma aittir. Anne
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tim cocuklarina mtDNA’sin1 aktarirken, sadece kiz cocuklar bunu ikinci kusaga
aktarir (140, 141). Ikincisi ise mtDNA’nin poliploid yap: gdstermesidir, yani bir
hiicrede binlerce mtDNA kopyasit bulunabilmektedir. Ayrica, replikasyon ve
transkripsiyon mekanizmalar1 mitokondride beraber yliriimektedir. Mitokondriyal
genom ve ¢ekirdek genomu farkli seliiller kompartimanlarda gergeklesmektedir; fakat
her iki mekanizma da mitokondrinin normal isleyisi i¢in fonksiyon gostermektedir

(142).

Poliploidi zemininde mitokondri genomunda homoplazmi ve heteroplazmi
gozlenir. Homoplazmi, mitokondri kopyalarinin birbirleriyle ayni dizilimde olmast;
heteroplazmi ise mitokondri kopyalarinin birden fazla cesitlilikte dizi yapisi
icermesidir. Ozellikle mitokondriyal hastaliklar igin mtDNA ile yapilan analizlerde
heteroplazmi orani, hastalifin ortaya c¢ikmasi agisindan 6nemlidir. Mitokondriyal
genomdaki delesyonlar icin esik degerin yaklasik %60, tRNA mutasyonlari igin ise
%90’1n iizerinde olduguna inanmilmaktadir (143, 144). Iskelet kasi, sinir, kalp ve
karaciger icin heteroplazmi esik degeri diigiiktiir. Mutant DNA yiizdesi ile hastaligin
siddeti arasinda da bir korelasyon mevcuttur (145). Heteroplazmi diizeyindeki
degisiklige gore belirtilerin baglangic zamani, ilerleyici seyir gostermesi ve de

hastalik siddeti degismektedir (137, 141, 146).

Mitokondriyal genom polimorfiktir, yani ayni etnik gruptaki bireyler arasinda
dahi mtDNA diziliminde farkliliklar mevcuttur (141, 147). Ayrica fonksiyon
bozuklugu potansiyeli ¢ekirdek DNA’sindan daha fazladir. Mutasyonlar cekirdek
DNA’sma gore 7-10 kat daha fazla goriiliir ve yaslanmayla bu mutasyonlar artar
(148). Mutasyonun fazla goriilmesinin nedenleri arasinda; mtDNA’nin koruyucu
histonlarinin olmamasi, ortamda oksijen radikallerinin yogun olmasi, ortamda bir¢ok

metabolitin mevcut olmasi, koruyucu ve onarim mekanizmalarinin yetersiz olmasi

sayilabilir (149).

Mitokondri genomu mitokondri matriksi igerisinde "Niikleotid" adi verilen
0zel yapilar seklinde organize olmustur. Bu yap1 hiicre ¢ekirdegine esdeger
niteliktedir ve prokaryotlarda da bu yapt bulunmaktadir. Niikleotidler niikleik

asitlerin yani sira mitokondriyal transkripsiyon faktor A (TFAM), mitokondriyal tek
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zincir baglayict protein (mtSSBP) ve helikaz gibi protein yapilart da biinyesinde
barindirmaktadir (150). Her mitokondrideki niikleotid yapist dokudan dokuya
farklilik gostermektedir. Niikleotitler mtDNA’nin organize olmasini saglar ve
heteroplazmi oraninin belirlenmesinde 6nemlidir. Her niikleotit 5-7 arasinda mtDNA

kopyasi igerir ve yaklagik 70 nm gapa sahiptir (151).

2.2.2. Mitokondriyal DNA Replikasyonu

Replikasyon mtDNA’da c¢ekirdek DNA replikasyon mekanizmasindan
bagimsiz olarak gergeklesmektedir (152). Buna ragmen, mtDNA ile etkilesen
faktorlerin bir ¢cogu c¢ekirdek DNA’sindan sentezlenir, ve bu durum c¢ekirdegin
mtDNA kopya sayisinin diizenlenmesinde oOnemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Boliinemeyen hiicrelerde de mitokondriyal replikasyon mevcuttur
(153). Mitokondriler hiicre boliinmesi sirasinda rasgele dagilim gosterir ve mitoz
bolinme sirasinda yavru hiicrelere esit dagitilmaz (152, 154). Transkripsiyon ve
replikasyon mitokondride birlikte gergeklestigi i¢in, transkripsiyondan sorumlu

proteinler ayn1 zamanda replikasyonda da gorev yapmaktadir (152).

DNA polimeraz y (POLG) insan mitokondrisinde bulundugu bilinen tek DNA
polimerazdir. Bu enzim heterodimerik kompleks yapidan olusmakta olup, 120-140
kDa’luk katalitik iinite ve 35-50 kDa’luk aksesuar subiinite i¢ermektedir (155).
Aksesuar subiinite hem RNA primerine gostermekte hem de ¢ift zincirli DNA’ya
baglanma Ozelligi  gostermektedir (156, 157). Mitokondriyal genomun
replikasyonunun siirdiiriilmesi ve mtDNA’nin onartminda POLG O6nemli rol

oynamaktadir.

Mitokondriyal tek zincirli DNA baglayici protein (MtSSBP) ve mitokondriyal
helikaz enzimi de beraber c¢alisarak replikasyon sirasinda mtDNA’nin
stabilizasyonunu saglar. Mitokondriyal TFAM, niikleotit yapisinin esansiyel bir
komponenti olup, transkripsiyonun ve replikasyonun baslamasi icin gereklidir.
Ayrica mitokondriyal genom iizerindeki D-loop bdlgesi lizerinden protein baglayici
etki gosterir. Total TFAM diizeyinin anlaml1 diizeyde mtDNA kopya sayist ile iliskili
oldugu daha oOnce yapilan calismalarda gosterilmistir (Sekil 12) (158). TFAM
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promotor bolgesi Spl, niikleer respiratuar faktor 1, niikleer respiratuar faktor 2 ve
hStaf/ZNF143 proteinleri tarafindan diizenlenmektedir (159, 160). Mitokondriyal
replikasyonda TFAM’1n rolii tam olarak netlesmemis olup, daha fazla arastirmaya

ihtiyag vardir.

Mitokondriyal genomun replikasyonunun diizenlenmesi, mitokondri
biyogenezinin Onemli bir kismint olusturmaktadir. Peroksizom proliferator
aktiflestirici gama koaktivator 1 alfa, niikleer hormon reseptér PPARy ve tiroid
hormon reseptorii ile etkilesmesi sonucunda, niikleer respiratuar faktér 1, niikleer
respiratuar  faktor 2 ve TFAM’in ekspresyonlarini arttirarak  mitokondri
biyogenezinde anahtar rol oynamaktadir (161). Tiroid hormon reseptorleri,
mitokondri genomundaki tiroid hormon cevabi elementi dizileri iizerinden
mitokondriyal transkripsiyonu ve replikasyonu arttirarak mitokondri biyogenezini
diizenler (162). Nitrik oksit de vazodilator etkisinin yanindan mitokondri
biyogenezini arttirmaktadir (163). Mitokondriyal biyogenezin, belirtilen anahtar
oyuncular ve kontrol mekanizmalar1 diginda farkli diizenleyici kaskatlarla da

etkilesimde oldugu tahmin edilmektedir.

Oncii dizi sentezi

POLYA

INKLE
POLYB i

POLRMT

miSSB Takipci dizi sentezi

Sekil 12. Mitokondriyal DNA replikasyon mekanizmasi (164).
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Giincel olarak mtDNA i¢in tanimlanmus iki farkli replikasyon modeli vardir.
Asenkonize yer degistirme mekanizmasi iki adet tek yonlii, birbirinden bagimsiz
orijin igerir. Bu modele gore agir zincir dizisi, hafif zincir dizisinin replikasyon
orjinine ulasana dek sentezlenir ve sonrasinda hafif zincir dizisinin sentezlenmesi
kars1 yonde baslar (164). Bu mekanizmaya alternatif olarak, oncii ve takipgi diziler
birlesik sekilde tek yonlii olarak sentezi gergeklestirmektedir (165). Daha onceki
arastirmalar da her iki mekanizmanin da mtDNA replikasyonu sirasinda ayni anda
gorilebildigi ve bu mekanizmalar tizerindeki degisimlerin mtDNA kopya sayisini
etkiledigini gostermistir. Olgiillen mtDNA kopya sayisi, mitokondride bulunan
mtDNA  molekiiliiniin uzunlugunu degerlendirmektedir. Bu dongilide oncelikle
onemli olan mtDNA’nin sentez ve degredasyon hizlar1 hakkinda bilgi sahibi
olmaktir. Ilk olarak 3H-metiltimidin testi ile DNA sentez diizeyi
gosterilebilmektedir. Diistik diizeydeki 3H-metiltimidin geri emilimi, azalmis

mtDNA dongiisii ve yaslanma ile orantilidir (166).

2.2.3. Mitokondriyal DNA Kopya Sayis1 Degisikliklerinin AAA ile Iliskisi

Immiin sistem hiicreleri savunma mekanizmasini ¢alistirmak icin yiiksek
seviyede enerjiye ihtiyac duyar. Bu sebeple lokosit hiicreleri yiliksek diizeyde
mitokondri igermektedir. Daha 6nce romatolojik hastaliklar grubundan sistemik
lupus eritematozus (SLE) hastaliginda yapilan bir ¢alisma, mitokondriyal
disfonksiyonun bu hastaligin fizyopatolojisinde etkili oldugunu gostermistir. Ayrica
ayni ¢alismada SLE’nin prognozu i¢in énemli bir parametre olan lupus nefritinin de
mtDNA kopya sayis1 degisiklikleri, mtDNA nokta mutasyonlari ve mtDNA
heteroplazmi diizeyleri zemininde mitokondriyal disfonksiyonu siddetiyle dogru
orantili oldugu gosterilmistir (13). Fizyopatolojisinde mitokondriyal disfonksiyon
oldugu diisiiniilen bir¢ok hastalik i¢in farkli doku 6rneklerinde mtDNA kopya sayisi
degisiklikleri gosterilmistir.
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2.3. Real-Time PCR

Real-time PCR DNA’nin ¢ogaltiminin floresan isaretli prob ve boyalarla es
zamanl olarak tespit edildigi ve floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Kinetik PCR, homojen PCR, kantitatif Real-time
PCR olarak da isimlendirilmektedir (167). En sik biyolojik drneklerden elde edilen
DNA’nin kopya sayisint ve mRNA’nin diizeyini kantitatif olarak belirleyebilmek
icin kullanilmaktadir. Tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA
hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti

gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (168).

2.3.1. Real Time-PCR’da Kullanilan Prob Sistemleri ve Boyalar

A. Ozgiil Floresan Isaretli Problar

Tagman
Molecular Beacons
Scorpion Primerleri

Hibridizasyon Problari
B. Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Boyalar

SYBR green |
Etidyum Bromid

2.3.2. Tagman Prob

TagMan prob yontemi double-dye oligonucleotide, dual labeled prob veya 5'
nuclease prob olarak da bilinmektedir. Bu yontemde ¢ogaltilmak istenilen DNA’ya
komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob bulunur. Floresan
isaretli probun 5' ucunda fluorophore (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda
quencher (6-karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) vardir. Probun 3’ ugtaki
baskilayict TAMRA boyast 5' ugtaki FAM boyasmin sinyal olusturmasini
engellemektedir. Prob hedef DNA’ya, primerlerin baglanma boélgelerinin arasina

baglanir. Bu sirada floresan sinyal Ol¢timii diisiiktiir. Primerler baglandiktan sonra
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yeni zincir olugsmaya baslar. Tag DNA polimeraz enzimi probun bagli oldugu
bolgeye gelince 5'—3 niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbestlesen FAM
sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin

miktari ile paralel olarak sinyal seviyesi de artmaya devam eder (169) (Sekil 13).

TagMan prob yonteminde mutasyon tespitinin yaninda sayisal degerlere de
ulagilabildiginden, bu yontem hem allelik diskriminasyon hem de ekspresyon

profilinin olusturulmasinda kullanilir (170).

S PRI SRR AR LR LB LI A N LRI R L L3 mRNA

Reverse l
Transkripsivon

5" ocDNA
[ 3 VIR IIIRUSIRNINERIRRUNIRRRE B S} FEIR RGN IPRANIRUIERRIIIRREIRNERPRY PR 1

Hibridizasyon lPolinweriznsyon

Yerini alma l

=5

Probun
Ayrilmasi

» N a -
Sentezin
= - Tamamlanmasi
m =] -

Sekil 13. Tagman probu (168)
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2.3.3. Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekiiler boncuk yonteminde sa¢ tokasi seklindeki yapmnin yuvarlak ug
kismi ¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Diiz olan
u¢ kisimlarda 2 adet florokrom boya igcermektedir ve baskilayicit florofor diger
boyanin floresansini engeller. Molekiiler boncuk probu soliisyonda serbest haldeyken
1s1ma yapmaz. Istenilen DNA bélgesi PCR ile ¢ogalmaya basladiginda hedef DNA
dizisine gore dizayn edilen probun konformasyonu degisir ve diiz, ¢ift zincirli hale
gecer. Ciinkii bu yap1 termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha kararhidir.
Molekiiler boncuk, hedef DNA dizisi ile hibridize olur olmaz yapis1 degisir, boyalar
birbirlerinden uzaklasir ve floresan miktar1 artar (Sekil 14). Molekiiler boncuk

yontemi en sik SNP calismalari, genetik tarama, farmakogenetik g¢aligmalarda

kullanilmaktadir (171).

.
nw

l Denaturasyon

l Primerin ve molekller
boncudun badlanmasi

P o
_aa¥ -
1 Palimerizasyon
s mmmm%
("‘\
T
il }«)

Sekil 14. Molekiiler boncuk yontemi (171)
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2.3.4. Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan LightCycler PCR cihazinda kullanilmak icin
gelistirilmistir (172). iki farkli prob dizayn edilmistir. 3’ ucunda floresans isaretli
boya (donér), 5' ucunda alict boya (acceptor) bulunmaktadir. Iki probun PCR
reaksiyonu sirasinda hedef niikleik asit dizisine baglanip birbirine yaklagsmasiyla bir
enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji donor
boyadan acceptor boyaya transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan

floresans miktar1 PCR siiresince olusan tiriin miktari ile paralel olarak artar (173)

™ \

Sekil 15. Hibridizasyon prob yontemi

2.3.5. Sybr Green |

SYBR Green I yontemi spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda
kullanilir. SYBR Green boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan
DNA miktarindaki artisa paralel olarak real-time PCR cihazinda okunan floresanin
miktar1 da artar (Sekil 16). En sik kullanilan boya SYBR Green I’dir. Dalga boyu
497 nm’e yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Amplifikasyon doéngiisii
30 oldugunda ¢ift sarmal DNA’nin kiiciik oluguna baglanan boya yalnizca
aktivitesinin % 6’sin1 kaybeder (174).
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“SYBR Green" boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNA'ya baglanabiliir.

DNA'nin ikl zincir birbirinden aynldiginda “SYBR
Green" boya serbest hale geger

I

Polimerizasyon tamamlandiginda “SYBR Green”
boya ¢ift ipliklii DNA"ya bagdlanir ve floresan isima
yapar.

Sekil 16. SYBR Green metodu

Primerler baglanip uzama basladiginda SYBR Green c¢ift zincirli DNA’nin
arasina girer ve floresan vermeye baslar. i1k dongiiden itibaren iiriin miktar: arttikca
floresan miktar1 da artar ve bu artis real-time cihazinin monitdriinden izlenebilir
(174). Bu yontem optimize PCR sartlarinda ve iyi dizayn edilmis primerler ile ¢ok
sayida hedef genin ¢ogaltilmasina imkan tanir. Floresan isaretli problar
kullanilmadigindan maliyeti ucuzdur. Ancak dezavantaj olarak, istenmeyen PCR
triinlerin ¢ogalmas1 da floresan olusturacagindan hedef DNA’nin ¢ogaldigina dair
yanlis pozitif sonug alinabilir. Ortamda hedef DNA dizisi yokken primerler birbiri ile
baglanarak primer dimerleri olusturup floresan 1s1ma verebilir. Erime egrisi analizleri
(melting curve, dissociation) ¢ogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup
olmadigini anlayabilmek i¢in gereklidir. Erime egrisi analizi i¢in cihaz PCR tiiplerini
1sitmaya baglar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya bagladiginda (melting
temperature= Tm) floresan boya serbest kalir ve floresan miktar1 da diiser. Her bir
DNA’nin kendine 6zgii bir erime sicakligi (Tm) derecesi vardir. Bu derece ¢ogalan

DNA uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranmna baghdir. Istenmeyen iiriinler
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cogalmissa (primer dimerlerinde) hedef DNA pargasinin Tm derecesinden farkli bir

Tm derecesi olacaktir. Bu yontemle daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir (175).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Sec¢imi ve Kayitlarin Tutulmas:

Yaptigimiz ¢alismada Atatiitk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Poliklinigi’ne basvuran 2013-2016 tarihleri arasinda molekiiler analizi yapilmis
AAA hastalarinda, mtDNA kopya sayist degisikliklerinin AAA hastalig1 ile
iligkisinin arastirtlmast igin, AAA tanili hastalardan alinmis periferik kan
orneklerinden elde edilmis ve halen arsivimizde bulunan izole edilmis DNA
ornekleri kullanilmistir. Ailevi Akdeniz atesi ile takip edilen, MEFV geninde M694V
homozigot mutasyonu tespit edilmis, amiloidozisli hastalar ve saglikli kontrollerden
secilmis, 50°ser bireyden olusan 2 ayri grup calismaya katilmistir. Kontrol grubu
olarak AAA olmayan ve herhangi bir MEFV mutasyonunu veya polimorfizmini
tagimayan bireyler calismaya alinmistir. Hasta grubu ve kontrol grubunun yas araligi
18-40 olarak belirlenmistir. Yaslanmanin mitokondri disfonksiyonuna etkisi goz
oniinde bulundurularak kontrol grubunun se¢iminde, hasta grubunun yas

ortalamasina yakin bir yas ortalamasinin saglanmasina dikkat edilmistir.

Daha once yapilan calismalarda siddetli D vitamini eksikligi ile kolsisin
direnci arasinda anlamlilik bulundugu ve bu durumun hastalarda mtDNA kopya
sayisindan bagimsiz olarak amiloidozis riskini arttirdigi distiniilerek, siddetli D
vitamini eksikligi olan hastalar ¢alismaya alinmamistir (176). Kolsisin kullanmasina
ragmen amiloidozis gelistiren hastalarda parsiyel veya komplet olarak kolsisine
diren¢ oldugu diistintilmektedir; fakat AAA’da kolsisin direnci ile ilgili uluslararasi
bir kriter skalasi olmadigi i¢in hastalara kolsisin direnci agisindan bir siniflama veya
puanlama yapilamamistir. Ailevi Akdeniz Atesi disinda otoinflamatuar, kronik
inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar1 olan hastalar ¢alisma disinda birakilmistir.
Ayrica sigara ve siirekli kimyasal maruziyetinin de mtDNA kopya sayisin etkiledigi
tespit edildigi icin, calisma gruplar1 olusturulurken hastalarin bu yonde oykiilerinin
olmamasina dikkat edilmistir (177, 178). Calismaya baslamadan Once Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulundan etik kurul onayr alinmistir

(say1: 2016-4/6).
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3.2. Veri Analizi

Veriler SPSS Istatistik Paket programinda degerlendirildi. Bagimsiz iki grubu

normal dagilim gosteren sayisal degiskenler agisindan karsilastirmak i¢in Student T

testi kullanildi. Tanimlayici istatistik olarak aritmetik ortalama, standart sapma,

ortanca, minimum ve maksimum degerler verildi, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

3.3. Molekiiler Analizler

3.3.1. Total DNA Izolasyonu

izolasyonda kullamlan malzemeler

N o a k~ w nhoe

DNA izolasyon kiti “DNeasy Blood & Tissue Kit” (QIAGEN®, Germany)
Mikrosantrifiij

Termomikser

Pipet ve pipet ucu

Vorteks

Mikrosanrtifiij tiipleri (1,5 ml veya 2ml)

Distile su - Etil alkol (>%96)

3.3.1.1. izolasyon Protokolii

. Mikrosantrifiij tlipliniin igerisine (1,5 ml veya 2 ml’lik), 20 pul proteinaz K

pipetlendi. Uzerine 5-10 pl koagiile olmams kan oOrnegi eklendi.
Mikrosantrifiij tiiptindeki total voliim eklenen PBS soliisyonu ile 220 ul’ye
ayarlandi. RNA-free izolasyon materyali elde etmek i¢in, 4 ul RNase A
(100 mg/ml) soliisyonu eklendi ve vorteksleme sonrasinda 2 dakika oda

sicakliginda inkiibe edildi.

. Etanol eklenmemis halde 200 pl Buffer AL eklendikten sonra vorteksten

gecirildi ve 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

. Ornege 200 pl etanol (96—100%) vorteksle karistirilarak eklendi.
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4. Ugiincii basamakta hazirlanan karisim pipet vasitasiyla DNAeasy Mini
spin kolonun igerisindeki 2 ml’lik toplama tiipline alindi. Santrifiij islemi
>6000 x g (8000 rpm) hizinda 1 dakika siireyle gerceklestirildi. Santrifiij
artiklarinin biriktigi toplama tiipii atildi.

5. DNAeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine alindi, 500 ul
Buffer AW1 eklendi, santrifiij islemi >6000 x g (8000 rpm) hizinda 1
dakika stireyle gergeklestirildi. Santrifiij artiklarinin biriktigi toplama tiipti
atild1.

6. DNAeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 mI’lik toplama tiiptine alindi, 500 pl
Buffer AW2 eklendi, santrifiij islemi 20000 x g (14000 rpm) hizinda 3
dakika siireyle gerceklestirildi. Santrifiij artiklarinin biriktigi toplama tiipii
atild.

7. DNAeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine alind1, 200 pl
Buffer AE DNAeasy membrana pipetlenerek eklendi. Hazirlanan {iriin oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra, santrifiij islemi >6000 x g
(8000 rpm) hizinda 1 dakika siireyle gerceklestirildi.

8. Omekler ¢alisma anmna kadar -20°C’de saklandi.

3.3.1.2. Spektrofotometrede izole Edilen DNA  Orneklerinin

Konsantrasyonunun Kantitatif Olciimii

1. izole edilen DNA'lar 1/600 oraninda diliie edildi ve UV spektrofotometre
cihazinda DNA i¢in spektrum araligi 260 nm ve protein i¢in 280 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri 6l¢iildii.

2. Dalga boyu 260 nm olarak okunan absorbans degerlerinden, 6rneklerdeki
DNA konsantrasyonu hesaplandi. Tespit edilen 260 nm OD (optik dansite)
6l¢timiiniin 280 nm OD dl¢limiine orani, DNA’mizin protein ya da RNA
ile kontamine olup olmadigi hakkinda bilgi verir. Olgiimlerde A260 /A
280 oranmin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi beklenir. OD degerinin 2,0 nin
tizerinde olmas1t RNA kontaminasyonuna, 1,8’in altinda olmasi1 da protein
kontaminasyonuna isaret eder. PCR sonuclarinin saglikli ¢ikmasi igin

DNA’larin uygun saflikta olmas1 gerekmektedir.
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3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak iizere DNA'lar, DNA
hidrasyon soliisyonu ile 50 ng/ pl olacak sekilde sulandirildi. Her bir 6rnek
icin kontrol amach 2 defa okuma yapilmis olup, bu yontemle DNA
orneklerinin saflig1 kontrol edildi ve miktar1 saptandi.

4. DNA konsantrasyonu diisiik bulunan orneklerde, istenilen degere

ulasilincaya kadar, kan 6rneklerinden DNA elde etme islemleri tekrarlandi

3.3.2. MEFV Geninde Mutasyon Analizi

3.3.2.1. PCR ile MEFV Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

PCR i¢in kullanilan karisim

1. 5Xtampon 5pul

2. MgCI (25 mM) 1,5 ul
3. dNTP 0,5 ul
4. Primer F (10 pmol) 1 ul

5. Primer R (10 pmol) 1 ul

6. Taq polimeraz 0,25 ul
7. Distile su 9ul

8. DNA (10-50 ng/ul) 3l

3.3.2.2. PCR Program

95 °C 1 dakika

95 °C 30 saniye

69 °C 30 saniye

79 °C 30 saniye (20 dongii)
95 °C 30 saniye (20 dongii)
58 °C 45 saniye (20 dongii)
2°C 1 dakika (20 dongii)
79 oC 10 dakika (20 dongii)
4 oC o0
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3.3.2.3. Pyrosekans Yontemi Ile Dizi Analizi ve Mutasyonlarin Tespiti

Pyrosekans isleminde kullanilan malzemeler

© N o o B~ w DN PE

24 kuyucuklu plate
Mastermix soliisyonu
Mikrosantrifiij

Pipet ve pipet ucu

Vorteks

Annealing buffer

Distile su - Etil alkol (>%96)
Sekans primerleri (Tablo 3)

Pyrosekans protokolii

. 24 kuyucuklu PCR plate’i veya strip kullanarak her bir kuyucuga 70 pl

mastermix koyuldu.

. Run dosyasinda tanimlandig sekilde her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR

uruni eklendi.

. Plate veya stripleri birkag kere ters yiiz ettikten sonra calkalayiciya koyup,

oda sicakliginda 1400 rpm’de 5-10 dakika ¢alkalandi.

. Q24 Plate’in her bir kuyucuguna run dosyasinda hazirlandig: sekilde 2,5 ul

sekans primeri ve 22,5 pl annealing buffer koyulur. PCR 06rneklerini
pirifikasyondan gecirmek igin sirasiyla %70’lik etanol, denatiirasyon

buffer’1 ve bas buffer’dan gecirildi.

. Daha sonra vakum pompasiyla Ornekler cektirilir. Sonrasinda pompa

kapatilarak orneklerle primerlerin karismasi saglandi. Ornekler 80 °C’de
hibridizasyona konularak 2 dakikada primerlerle 6rneklerin hibridize
olmas1 saglandi. 10 dakika oda 1sinda 6rnekler bekletildi ve Pyromark Q24
cihazina (Sekil 18) yiliklendi. MEFV geninde mutasyonu sik goriilen 22
bolge, 45 dakika boyunca cihazda okunduktan sonra bilgisayarda
Pyromark Q24 Software yazilim programinda sonuclarin analizi yapildi

(Sekil 17).
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Tablo 3. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen bolgesi Primer dizisi Gen bolgesinin
uzunlugu

MEFV_E2.1F CTCCTCTGCCCTGAATCTTG 494bp

MEFV_E2.1R AGGGCCTGCACTCCTTCT

MEFV_E2.2F CCTGAGCAAACGCAGAGAG

MEFV_E2.2R GGCCAGCCATTCTTTCTC

MEFV_E3F AACTTGGGTTTGCCATTCAG 493bp

MEFV_E3R TAATGCACCAACAACCCAGA

MEFV_E5F AGCCCACCTCTTATCCACCT 228bp

MEFV_E5R AGGCATCCTATAGGCACAG

MEFV_E10.1F TACCCTGTCCCTGTTTCCTG 370bp

MEFV_E10.1R GCTTGGGAGGCTCCTTTATT

MEFV_E10.2F AGAATGGCTACTGGGTGGTG

MEFV_E10.2R GTCGGCATTCCGTGACTATT

44




M694V homozigot 2%

98%

A: 0%
G: 100%

M694V heterozigot n: 0%

G: 100%

5 10 15
M680I (G>C) A: 0%
h a: 1% l a: e A: 1008 c: 36 €: 100%
homozigot G: 35% G: 348 c: 0% G: 4% I: 0%

Sekil 17. Bazi MEFV mutasyonlarinin pyrosekans goriintiileri
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Sekil 18. Pyromark Q24 pyrosekans cihazi

3.3.3. MtDNA Kopya Sayisinin Belirlenmesi

Orneklerin mtDNA kopya sayilarinin belirlenmesi i¢in Rotor-Gene-Q
(Heidelberg, Germany) RT-PCR cihazinda kantitatif 6l¢iim yapild (Sekil 19). Olgiim
i¢in referans olarak ¢ekirdek DNA’s1 ve mtDNA’dan segilen bolgeler referans alindi.
Cekirdek DNA’s1 i¢in belirlenen beta-globin (HBB) ve mtDNA i¢in belirlenen
NADH dehidrogenaz — 1 (ND-1) genlerine uygun primerlere (Qiagen, Heidelberg,
Germany) ait 6zellikler Tablo 4’de 6zetlendi. Mitokondriyal DNA kopya sayisinin
belirlenebilmesi i¢in, her bir 6rnek i¢in olusan mtDNA Ct ve ¢ekirdek DNA C
degerlerinin farki alinarak (ACi= ¢ekirdek DNA C: - mtDNA C; ), mtDNA kopya
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sayist = 22¢' formiilii uygulanmustir. Sonrasinda her iki grup icin tespit edilen

mtDNA kopya sayilar1 arasinda istatistiki olarak kiyaslama yapilmstir.

3.3.3.1. RT-PCR i¢in Kullanilan Karisim

1. RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul
2. RT? qPCR Primer Assay (10 uM stock) 1 ul
3. RNase-free water 10,5 ul
4. DNA (10-50 ng/ul) 1 ul

3.3.3.2. RT-PCR Program

95 °C 10 dakika
95 °C 15 saniye (40 dongii)
60 °C 60 saniye (40 dongii)

Tablo 4. RT-PCR islemi i¢in kullanilan primerler ve ilgili gen bolgeleri

Gen bolgesi Primer dizisi

ND-1/ mtDNA F TTAGTTGCTTGGTTGTGTATTCC
ND-1/mtDNA R GAAAAAGGTAAAAAACTCTTTCAAGC
HBB F GGAGATGCCTCAGAAACTGC

HBB R AGGTTGGAGGTCGGAAAGTT
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Sekil 19. Rotor-Gene-Q (Heidelberg, Germany) RT-PCR cihazi

3.3.3.3. Sonuglarin Analizi

PCR reaksiyonu sirasinda amplifikasyon islemi ger¢eklestikce SYBR Green
boyasinin salinarak verdigi floresans Real-Time PCR cihazi tarafindan kaydedilerek
her Ornegin baslangic konsantrasyonuna gore vermis oldugu Ct degerleri cihaz
tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Amplifikasyon Rotor-Gene-Q Real-Time
PCR cihazinin bilgisayarindan online olarak da izlendi. Standart egri olusturma
programinda PCR etkinligi 2 olarak belirlendi. Cihazin analiz se¢ceneklerinden rolatif
olgiim basamagi secildi. Ornekler igin HBB/ND-1 rolatif ekspresyon degerleri de
cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi (Sekil 20, 21).
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Sekil 21. ND-1 geni i¢in incelenen olgularin amplifikasyon egrileri
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4. BULGULAR

Calismamiz icin AAA ile takip edilen, pyrosekans yontemi ile MEFV
geninde M694V homozigot mutasyonu tespit edilmis (Sekil 22), amiloidozisli
hastalar ve saglikli kontrollerden secilmis, 50’ser bireyden olusan 2 ayr1 grup
olusturulmustur. Hasta grubu ve kontrol grubunun yas araligi 18-40 olarak
belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas Ozellikleri Tablo 5’de

Ozetlenmistir.

2 5% |
-—-: 2% G: 91% A: 0%
ATA: S8% T: 0% G: 100%

M694V homozigot

200
150
100]
50

1] =3

-50]

Sekil 22. M694V homozigot mutasyonu saptanmis hastalarin pyrosekans goriintiisii

Tablo 5. AAA hastalar1 ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas 6zellikleri

Grup N Cinsiyet (E/K) Ortalama Yas
AAA 50 E(32)/K(18) 33,445,6
Kontrol 50 E(30)/K(20) 30,8+4,2

50



Yapilan hesaplamalar sonucunda AAA hastalarinda mtDNA kopya sayisi
ortalama 48,19427,3, kontrol grubunda ise 80,31+£36,97 olarak tespit edilmistir
(Sekil 23, 24). Calisma sirasinda RT-PCR’da tespit edilen Ct degerleri Tablo 6’da
gosterilmistir. Hasta ve kontrol gruplarimin mtDNA kopya sayilari istatistiki olarak
karsilastirildiginda (Tablo 7), iki grup arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

Tablo 6. AAA hastalar1 ve kontrol grubunda tespit edilen C; degerleri

. AAA Kontrol Grubu
Ornek No Cekirdek DNA | mtDNA Cekirdek DNA | mtDNA
! 18,7 12,31 17,78 12,94
2 18,79 12,97 17,82 12,7
3 18,11 12,34 18,6 12,3
4 18,65 12,21 18 12,27
5 18,78 12,19 18,54 12,09
6 18,76 12,8 17,98 11,01
7 18,55 11,65 18,08 12,34
8 18,57 12,84 18,62 12,01
9 18,24 12,24 17,94 13,27
10 18,67 12,1 18,56 12,93
11 18,1 15,86 18,52 13,01
12 18,16 12,17 18,5 13,2
13 18,68 12,97 18,02 12,48
14 17,93 11,97 18,7 12,04
15 18,19 12,37 18,98 12,26
16 18,84 12,72 18,03 12,12
17 18,24 12,27 17,99 12,48
18 18,9 12,79 18,48 11,14
19 19,43 13,61 18,63 11,82
20 17,99 12,39 19,27 12,58
21 18,25 12,25 18,51 11,29
22 18,64 12,91 18,73 12,07
23 18,56 12,35 17,86 11,24
24 18,7 12,84 18,94 12,23
25 18,17 12,85 18,55 12,39
26 18,77 12,92 17,79 12,94
27 18,56 12,27 18,99 12,32
28 18,74 12,85 18,04 11,54
29 18,15 12,17 17,92 13,07
30 17,55 12,35 17,85 11,02
31 18,14 12,42 18,93 12,43
32 18,02 12,55 18,1 11,08
33 18,67 12,94 18,73 12,29
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34 18,27 13,04 18,04 13,21
35 19,39 14,76 17,8 11,89
36 17,71 15,76 17,85 12,19
37 18,69 14,04 18,03 11,05
38 18,18 14,75 18,92 12,32
39 18,1 15,81 17,87 11,36
40 19,53 15,85 18,13 11,98
41 18,12 13,81 18,04 11,19
42 17,64 14,12 18,83 12,48
43 17,25 14,3 17,98 12,95
44 18,25 14,25 17,87 12,28
45 19,54 17,37 18,02 12,34
46 17,21 13,73 28,53 21,11
a7 17,63 12,08 28,48 21,9

48 18,84 12,7 18,17 12,17
49 19,43 14,79 19,68 13,97
50 19,43 14,79 18,19 11,19

Tablo 7. AAA hastalar1 ve kontrol grubunda tespit edilen mtDNA kopya sayilarinin istatistiksel
analizi

Grup N Minimum Maksimum Ortalama P Degeri
AAA mtDNA Kopya Sayist 50 3,8637 119,4282 48,190998 <0,001
KONTROL mtDNA Kopya Sayisi 50 25,4572 171,2547 80,318280
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Frequency

grup: AAA
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Sekil 23. Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda mtDNA kopya sayis1 dagilimi
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Sekil 24. Kontrol grubnda mtDNA kopya sayist dagilimi



5. TARTISMA

Mitokondri, bir¢ok biyolojik fonksiyon gergeklestirmekle birlikte, 6zellikle
hiicrenin primer enerji kaynagi olma gorevini {iislenerek, oksidatif fosforilasyon
yoluyla hiicre igerisindeki ATP {iretiminin neredeyse tamamini yapmaktadir.
Oksidatif fosforilasyon mekanizmasimnin en dnemli dezavantaji ise reaktif oksijen
radikallerinin kaynagini olmasidir. Mitokondri 16.569 baz dizisinden olusan, ¢ift
zincirli, sirkiiler DNA yapisina sahip olup; ¢ekirdek DNA’sinda bulunan protein
kodlamayan intron bolgelerine, kondansasyonu ve dis etkilerden korunmay1 saglayan
histon proteinlerine ve yeterli DNA onarim mekanizmasina sahip olmamasi

sebebiyle, oksidatif hasara ¢ekirdek DNA’sindan daha yatkindir (179).

Her mitokondri ortalama 2-10 arast mtDNA kopyasi icermekle birlikte, her
hiicrede yiizlerce hatta binlerce mitokondri bulunabilir (180). Her hiicrede farkli
sayida mitokondri bulunmasi sebebiyle, ¢aligmamizda mitokondri basina diisen
mtDNA miktar1 yerine, izole edilen total DNA’daki mtDNA’nin ¢ekirdek DNA’sina
orani baz alinmistir. Mitokondri eritrositler disinda her hiicre tipinde bulunmaktadir
ve ayrica aynit organizmaya ait farkli dokulardaki hiicrelerde dahi sayisi

degisebilmektedir.

Mitokondri replikasyonunda etkili olan DNA polimeraz gama kompleksin iki
alt tinitesinden birinin iiretiminden sorumlu olan ¢ekirdek DNA’sinda yerlesik POLG

geninin mutasyonlar1 da mtDNA kopya sayisinda azalmaya neden olabilmektedir
(181).

Daha 6nce bircok hastalik ile mtDNA kopya sayist degisiklikleri arasinda
iliski kurulmustur. Yaslanma ile ilgili olarak da artmis oksidatif stres sebebiyle
periferik kandaki Iokositlerde yiiksek mtDNA saptanan kadinlarin  kognitif
fonksiyonlarmin, lokositlerinde daha diisik mtDNA kopya sayisi icerenlere gore
daha iyi diizeyde oldugu goriilmiistiir (182). Beyin dokusu oksidatif hasara karsi
korunmasizdir, bu sebeple uzamis oksidatif stresin demans gelisimini arttirabilecegi
belirtilmistir (183). Oksidatif hasarin belirlenebilmesi i¢in yapilan caligmalar da
MtDNA {izerindeki degisikliklere yogunlasmistir. Daha once de hastalik bazinda
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Ozellikle Alzheimer hastaligi ilgili olarak mtDNA’da kalitatif ve morfometrik
degisimler gosterilmistir (184). Mitokondrinin sinir sistemi i¢in Onemi, sinaptik
iletim icin gerekli enerji ihtiyac ile agiklanmaktadir. Birgok ¢aligma sinir sisteminde
mitokondriyal enerji  donglisiiniin  bozulmasinin,  Alzheimer hastaliginin
fizyopatolojisini olusturan -amiloid miktarini ve norofibriler yumaklarin olusumunu
arttirdigr tespit edilmistir (185). Yaslanmanin mtDNA kopya sayisina etkisi goz
oniinde bulundurularak, ¢alismamizda incelenen hasta ve kontrol gruplarinin yas

ortalamasinin birbirine yakin olmasina dikkat edilmistir.

Yine merkezi sinir sistemi ile ilgili, kognitif fonksiyonlarin azalmasindan
farkli olarak davranis bozukluklar1 temelinde sik goriilen otistik spektrum
bozukluklarinda (OSB) da mitokondriyal disfonksiyon ile iliski kurulmus ve
mitokondriyal hastaliklarin prevelansinin da OSB hastalarinda daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (186, 187). OSB tanimi heterojen bir gelisimsel hastalik grubunu
kapsamakta olup bu grupta; otizm, Rett sendromu, Asperger sendromu ve
simniflanmamis  davranis bozukluklar1 gibi hastaliklar bulunmaktadir. OSB
hastalarinda periferik kan hiicrelerinden yapilan bir arastirmada ise mtDNA kopya
sayis1 miktarinda, kontrol grubuna gore artis tespit edilmistir (14). Postmortem beyin
dokusundan yapilan mtDNA kopya sayisi Olgiimlerinde de periferik kan
hiicrelerinden elde edilen sonucu destekler nitelikte, OSB hastalarinin beyin
dokularinda artmis mtDNA kopya sayisi tespit edilmistir (188). OSB ile ilgili
caligmalarda mitokondriyal disfonksiyon gosterilmesine ragmen, mtDNA kopya
sayllarinda artis gozlenmesinin sebebi olarak; oksidatif strese yanit olarak

replikasyon artis ve degredasyonda azalma gosterilmistir (14).

Norodejeneratif hastaliklar grubundan Huntington hastalig: ile ilgili yapilan
bir ¢alisma, mtDNA kopya sayisinin hastalik 6ncesi, hastalik baglangic1 ve hastalik
kliniginin oturmasindan sonraki donemler arasindaki degisimlerine 1s1k tutmustur
(189). Huntington hastalarinin periferik kanlar1 ve kontrol amaciyla transgenik
farelerle yapilan ¢alismada hastalik klinigi heniiz baglamamis fakat aile dykiisii olan
ve kendisinde de artmis CAG tekrari tespit edilmis hastalarda mtDNA kopya
sayisinda artig, hastaligin kliniginin kendini gdstermeye bagladigi donemde olan

hastalarda mtDNA kopya sayisinda azalma, hastalik kliniginin oturdugu bireylerde
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ise mtDNA kopya sayisinda tekrar azalma gozlenmistir (189). Bizim ¢aligmamizda
kullandigimiz hastalarda hastalik fazina gore ayrim yapilmamistir. AAA ile ilgili
yapilacak, aile taramalarinda M694V homozigot mutasyonu saptanmis, heniiz
ataklarin baslamadig1 ¢cocuklardan ve ataklarin baslayip hastalik kliniginin oturdugu
hastalardan mtDNA kopya sayilarina yonelik olarak yapilacak arastirmalarin, AAA
hastalarinin yasam periyotlar1 arasinda mtDNA degisimleri hakkinda fikir sahibi

olmamizi saglayacagi diisliniilmektedir.

Parkinson hastalig1 i¢in yapilan bir¢cok ¢alismada da azalmis mtDNA kopya
sayisinin, hem periferik kan hem de beyin dokusunda yapilan ¢alismalarda hastalik

gelisme riskinin anlasilmasinda 6nemli bir biyobelirteg oldugu gésterilmistir (190).

Ateroskleroz zemininde gerceklestigi bilinen kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) ve obstriiktif uyku apnesi gibi hastaliklarin siddeti mtDNA kopya
sayist ile iligkilendirilmis olup, O6zellikle bu hastaliklarin derecesine gore artan
hipoksinin oksidatif hasari arttirarak mtDNA miktarin1 azalttigi gorilmiistiir (191).
Yine kronik bobrek yetmezligi (KBY) patogenezinde mitokondriyal disfonksiyonun
onemli bir role sahip oldugu belirlenmistir. KBY ile yapilan arastirmalarda hem
erken KBY gelistiren hastalarda, hem de KBY acisindan 6nemli risk faktorleri olan
diyabetli ve mikroalbiiminiirili hastalarda mtDNA kopya sayisinda anlamli diistikliik

tespit edilmistir (192).

Diyabetin mtDNA ile iliskisi iizerine saglikli gen¢ erkeklerde yapilan
caligmalarda yag ve karbonhidrat oksidasyon hizi ile mtDNA kopya sayis1 arasinda
anlamli iligki bulunmustur (193). Ayrica c¢alismada artmig insiilin rezistansi ile
azalmigs mtDNA kopya sayis1 arasinda anlamlilik oldugu gosterilmistir. Diyabetin
molekiiler patolojisinde kas ve yag dokusundaki glukoz transporter kanallarinin
disfonksiyonu o6nemli rol oynamaktadir; bu durumla uyumlu olarak glukoz
transporter geninin ekspresyon diizeyi ile mtDNA kopya sayisi azalmasi arasinda
anlaml iliski vardir (194). Insiilin rezistans1 temelinde gerceklesen ve endokrinolojik
sorunlara yol agan polikistik over sendromunda da mitokondri disfonksiyonu ve

azalmis mtDNA kopya sayis1 tanimlanmistir (195). Buradan yola ¢ikarak mtDNA
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kopya sayist degisikliklerinin sistemik ve endokrinolojik hastaliklarda 6nemli role

sahip oldugu sdylenebilmektedir (196).

Genetik zemini tam olarak aydinlatilamamis, multifaktéryel etyolojiye sahip
oldugu disiiniilen bir oftalmolojik sorun olan keratokonus ile ilgili olarak da
mitokondri arastirmalar1 yapilmistir. Bir grup keratokonuslu hastada mtDNA
mutasyonlart ve oksidatif stres mekanizmasinin indirekt olarak hastaligin ortaya
¢ikmasi ve gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (197). Bu hasta grubunda yapilan
mMtDNA kopya sayis1 arastirmalar1, keratokonusta mitokondriyal disfonksiyon tezini
desteklemektedir (198).

Glinlimiizde toplum sagligini etkileyen 6nemli bir sorun olan kadin ve erkek
infertilitesi ile ilgili olarak da mitokondri ve mitokondri genomu ile ilgili ¢calismalar
mevcuttur. Insan memeli somatik hiicrelerinde ortalama 100-10.000 arasinda
mtDNA kopyast bulunurken, insan oosit hiicresi ortalama 200.000 mtDNA kopyasi
bulundurmaktadir. Ayrica bu kopya sayist oositin fertilizasyon kabiliyetine bagl
olarak artmaktadir (199). Oogenez sirasinda mtDNA’da ciddi miktarda Dbir
amplifikasyon olmasmma ragmen, spermatogenez sirasinda mtDNA iceriginde
dramatik olarak azalma olmaktadir. Spermatogenezdeki bu kaybin, spermatitlerin
uzama faz1 sirasinda rezidiiel cisimciklerin atilmasi ile oldugu diisiiniilmektedir.
Spermatid sitoplazmasinin biiylik bir kismin1 igeren rezidiiel cisimcikler, atildiktan
sonra sertoli hiicreleri tarafindan fagositoza ugramaktadirlar. Ayrica molekiiler
diizeyde de TFAM ekspresyon diizeyinin azalmasi ile spermatogenez sirasindaki
mtDNA miktarindaki azalma agiklanmaktadir (200). Daha once yapilan galismalar
da fare sperm hiicrelerinde semi-kantitatif southern blot yontemi ile Ol¢lilmiis
mtDNA kopya sayisinin 50-75 arasinda oldugunu gostermistir (201). Kantitatif PCR
ile yapilan bir c¢alisgmada olgun spermlerde ortalama 10 kopya mtDNA,
spermatitlerde ise ortalama 150 kopya mtDNA oldugu gosterilmistir (202).

Sperm olusumu sirasindaki bu mMtDNA deplesyonu, erken embriyo
donemindeki ubikinasyon bagimli paternal mtDNA destriiksiyonunu destekleyerek,
paternal mtDNA aktariminin engellenmesine katki saglamaktadir (203). Nokta

mutasyonlari, delesyonlar, heteroplazmi diizeyi ve mtDNA kopya sayisiin erkek
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infertilitesi ile iligkisi gosterilmistir. Anormal sperm hiicrelerinde normal sperm
hiicrelerine gore daha yiiksek diizeyde mtDNA kopyasi tespit edilmistir. Bu durumun
diisiik respiratuar zincir aktivitesine ve artmis anormal diferansiasyon ve maturasyon
sonucunda artmis mitokondriyal biyogeneze tepki olarak gergeklestigi

distiniilmektedir.

Ozetle, sperm olgunlasmas: sirasinda yetersiz mtDNA deplesyonu olmasi
halinde, spermde anormal yonde diferansiasyon olasiligi artmaktadir (204). Oositler
acisindan bakildiginda ise 4000 kopyaya kadar diisen mtDNA igerigi, fertilizasyon
ve blastokist agamasini olusturan preimplantasyon gelisimini etkilememektedir.
Postimplantasyon doneminde bu esik daha kritik olup 40.000-50.000 kopyanin
altinda implantasyon basarisin1  etkileyerek, infertiliteye sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Bu sebeple, oositlerin fertilizasyon basarisi i¢in, spermlerden farkli

olarak yiiksek mtDNA kopya sayisi gerekmektedir (205).

Hastaliklar disinda, c¢evresel bir faktor olarak sigara kullanimi da zamanla
oksidatif hasar1 artirarak mtDNA’da mutasyonlara, kopya sayisinda azalmaya ve
sonugta mitokondriyal disfonksiyona yol agmaktadir (178). Sigara kullaniminin bu
etkisi goz Onlinde bulundurularak, c¢alismamizin sonuglarinin etkilenmemesi
acisindan ¢alisma ve kontrol gruplarindaki hastalarin sigara ve diger tiitiin
mamullerini kullanmayanlardan sec¢ilmistir. Sigara kullanimimna ek olarak meslek
hastaliklarina sebep olmasiyla bilinen benzen maruziyetine yonelik olarak yapilan
mesleki benzen maruziyeti olan bireylerde mtDNA kopya sayist degisikliklerinin
arastirtlmast da c¢evresel etkenlere bir bagka Ornektir. Yapilan c¢alismada,
hematotoksik ve karsinojen olarak tanimlanmis ve genotoksik hasara da sebep
oldugu bilinen benzen maddesinin mtDNA kopya sayisini arttirdigi gosterilmistir
(177). Benzen maruziyetinin olusturdugu oksidatif strese cevap olarak hiicrelerde
mtDNA kopya sayisinin arttigi one siiriilmiistiir (177). Bu sebeple, ¢alismamiza
katilan hastalarda benzen maruziyeti Oykiisii olmadigi anamnez sirasinda teyit

edilmistir.

Kimyasal maruziyeti veya kullanimi bakimindan, AAA hastaliginda tek

alternatif olarak kullanilan kolsisin molekiiliiniin uzun dénemde mtDNA’ya etkisi
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hakkinda yapilmis herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Calisma grubumuzda yer
alan amiloidozis gelistirmis hastalarin uzun dénem kolsisin kullandig1 ve kontrol
grubundaki  hastalarin  kolsisinin  etkisinden muaf oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda, daha sonraki ¢alismalarda kolsisinin mtDNA {izerine etkisinin
olup olmadiginin tespitinin mevcut ¢alismanin standardizasyonu agisindan da énemli

oldugu goriilmektedir.

AAA ile ilgili olarak daha 6nce mtDNA kopya sayis1t veya mtDNA’daki diger
degisikliklere yonelik bir ¢alisma olmamakla birlikte, baz1 romatolojik hastaliklarda
mtDNA degisiklikleri arastirllmistir. Bu kapsamda SLE ile takipli hastalarda lupus
nefriti gelistiren hastalarin mtDNA degisikliklerine yonelik olarak yapilan bir
calismada bizim calismamizdaki amiloidozis gelistiren AAA hastalarda mtDNA
miktarinda azalmaya paralel olarak; mtDNA kopya sayis1 miktarinda belirgin azalma
tespit edilmistir (13). Ayn1 ¢aligmada mtDNA kopya sayisi1 degisikligine ek olarak,
D310 bolgesinin heteroplazmisi de SLE hastalarinda lupus nefriti ile iligkili
bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak, AAA hastalar1 i¢in mitokondriyal genomdaki
heteroplazmi oranlar1 arastirilmaya agik bir konu olarak degerlendirilebilir. Yine
romatolojik hastaliklar grubundan Sjogren sendromu ve romatoid artrit igin
mtDNA’nin oksidatif hasarina ve mitokondriyal disfonksiyona yonelik yapilan
biyokimyasal testlerde, Sjogren sendromu ve romatoid artritin mitokondriyal

disfonksiyon ile iliskisi gosterilmistir (206, 207).

Kolsisin tedavisine ragmen amiloidozis gelistirmis hastalar, kolsisine direngli
hastalar olarak tanimlanmaktadir. Kolsisin direncinin sebep oldugu renal
amiloidozis, AAA hastalarinda mortalite artisinin en O6nemli sebebi olarak
gosterilmektedir (208). Kolsisine direngli hastalar da kendi igerisinde kolsisine
parsiyel cevap veren ve hi¢ cevap vermeyenler olarak ikiye ayrilirlar. AAA
hastalarinin {i¢te birinde kolsisine parsiyel diren¢ mevcuttur. Uluslararas: bir
arastirma grubu olan Eurofever’in verilerine gore ise, Avrupa toplumunda parsiyel
kolsisin direnci %40 civarindadir (209). Kolsisine komplet diren¢ gosteren hastalar

ise AAA hastalariin %10’unu olusturmaktadir (210).
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Hastalarin %2-5 civarinda bir kismi ise gastrointestinal yakinmalar sebebiyle
kolsisini tolere edememektedir (121). Bu hastalarda ataklarin baslama yasi diger
hastalardan daha erkendir ve ataklar diger hastalara gore daha ileri yaslarda sonlanir.
Ayrica artrit, ploritik ataklar, transient mikroskobik hematiiri ve proteiniiri bulgular
ataklar sirasinda kolsisine direngli hastalarda daha siktir. Bu sebeple daha onceki
caligmalarda, agir prognoz gosteren AAA hastalarinda kolsisine direncin daha
yiiksek oran goriilebilecegi belirtilmistir (210). M694V homozigot mutasyonunun
renal amiloidozisle en ¢ok iligkili MEFV gen mutasyonu olmasiyla korele olarak,

kolsisin direnci agisindan da en 6nemli mutasyon olarak tanimlanmistir (211).

Kolsisin direncinin etyolojisinde genetik faktorler, ¢evresel etkenler ve stres
kosullar1 6nemlidir; fakat yine de direncin fizyopatolojik mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir. Direng faktoriine ek olarak, AAA hastalarinda tedavi basarisinin
demografik faktorler, sosyoekonomik sartlar ve psikiyatrik dinamiklere bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle psikiyatrik dinamiklere yonelik olarak yapilan bir
arastirmada depresyonun kolsisin direncine zemin hazirlayan 6nemli bir faktor
oldugu gosterilmistir (210). Bu sebeple kolsisin direngli hastalarda selekif seratonin
reuptake inhibitorlerinin  (SSRI) kullanilmas:  gerektigi oOne  siiriilmiistiir.
Fizyopatolojik olarak incelendiginde kisirdongii olarak AAA ataklarinin ve
inflamatuar agrilarin depresyona sebep oldugu, depresyon varliginin da seratonerjik

inflamatuar kaskat aktivasyonu ile inflamasyonu arttirdig bilinmektedir (212).

Depresyon ile takip edilen AAA hastalarinda yapilan sitokin diizeyi
Olgtimlerinde I1L-2, IL-12, IL-18 ve TNF-a diizeylerinin arttig1 goriilmiistiir (213).
Calismamiza dahil olan AAA hastalar1 arasinda yapilan sorgulamada diizenli SSRI
kullanan hastamiz mevcut degildir. Bu sebeple calismamizda SSRI kullaniminin

hastalik prognozuna etkisi hakkinda herhangi bir bulgu yoktur.

Psikiyatrik hastaliklarda goriilen mtDNA kopya sayis1 degisiklikleri ile ilgili
olarak da farkli hastalik gruplarinda farkli calismalar yapilmistir. Major depresyon ile
takip edilen hastalarin tiikiiriikk ve kanindan yapilan aragtirmalarda, bu hastalardaki
mtDNA kopya sayisi kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur (214). Kronik

strese maruz birakilan farelerin dokularindan yapilan analizlerde mtDNA kopya
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sayisinda artig tespit edilmistir (214). Fizyopatolojisi agisindan, mtDNA miktarindaki
degisim, hipotalamik pitiiiter aks {izerindeki hiicreler arasi iletisime ve kortikosteroid
yolaklarina etki etmesinin depresyon gelisiminde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
Disardan kortikosteroid verilen bireylerde de depresyon gelisiminin arttig1 bilinen bir

durumdur.

Major depresyondan farkli olarak, yine sik goriilen bir psikiyatrik hastalik
olan bipolar duygulanim bozuklugu grubunda mtDNA kopya sayis1 degisikliklerine
yonelik olarak yapilan bir ¢alismada anlamli bir degisiklik saptanmamuistir (215).
Ayrica bipolar duygulanim bozuklugu olan hastalarda standart terapi olarak
kullanilan lityum tedavisinin 6 haftalik diizenli siirdiiriilmesi sonrasi 6lgiilen mtDNA
kopya sayis1 degisimlerinde anlamli bir fark bulunmamistir. Bu ¢alismada daha
onceki ¢alismalarla uyumlu olarak hastalarin yas gruplarma gore mtDNA kopya
sayilar1 arasinda, yas artttkca mtDNA kopya sayilarinda azalma yoniinde benzerlik
saptanmistir (215). Bipolar duygulanim bozuklugu ve lityum kullaniminin mtDNA
kopya sayisina etkileri konusunda daha once yapilan ii¢ ¢aligmanin ikisinde ayni
sonug elde edilmistir; fakat bir calismada bipolar duygulanim bozukluklu hastalardan
postmortem beyin dokusundan izole edilen mtDNA’dan yapilan Slglimde, mtDNA
kopya sayisinda kontrol grubuna goére anlamli azalma tespit edilmistir (216-218).
Ayrica bu hasta grubu ile ilgili olarak fizyopatolojide mitokondriyal disfonksiyonun
da etkili olduguna dair c¢alismalar mevcuttur (219-221). Mitokondriyal
disfonksiyonun oksidatif stresi arttirmast sonucunda, ilk asamada mtDNA kopya
sayisinin arttig1 sonrasinda da uzamis oksidatif hasara bagl olarak da mtDNA kopya
sayisini azalttigr gosterilmistir (222, 223). Periferik kandaki mtDNA iizerinde ¢alisan
aragtirmacilar  bipolar duygulanim  bozuklugunda kopya sayisinda fark
bulamamalarmi1 bu bilgiye dayandirmislardir. Ancak hastaligin iligkili oldugu
dokudan alinan 6rneklerde yapilan ¢alisma bilimsel gostergelerle daha uyumlu sonug
vermistir. Keza, lityum kullanimi ile ilgili olarak periferik kandan yapilan mtDNA
Ol¢iimlerinde anlamli fark bulunmamasina ragmen, lityum verilen farelerin spinal
kordlarindan izole edilen mtDNA miktarinda artis tespit edilmistir (224). Buradan
yola cikarak mtDNA kopya sayis1 degisikliklerinin arastirildig1 hastalik gruplarinda,

hastalik patolojisinin zeminini olusturan dokudan aliman Orneklerin analizinin,
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sonuclarin sagligi agisindan daha onemli oldugu anlagilmaktadir. Bu sebeple
calismamizda AAA’nin kaynagi olarak goriilen bagisiklik sistemi hiicreleri olan
l6kositlerden elde edilen mtDNA’larin Olglimii saglanarak, hastalikla iliskisiz

dokulardan elde edilecek yaniltic1 sonuglar ekarte edilmistir.

Kolsisin direngli hastalarin tedavisi ile ilgili olarak daha once anti-1L1
tedavileri denenmistir. Etanercept ile yapilan bir ¢calismada 6zellikle kronik artriti
olan hastalarda ataklarin siddeti ve sikliginda azalma sagladigi gosterilmistir (225).
Baska bir ¢alismada ise anakinra baslanan hastalarda ataklarin azaldig1 ve akut faz
reaktanlarinin normalize oldugu, ayrica anakinranin yarilanma omriiniin diger anti-
IL1 molekiillere gore daha kisa olmasi sebebiyle kullaniminin daha giivenli oldugu
belirtilmistir. Anakinraya cevap vermeyen hastalarda ise canakinumab kullanimi
hastalik belirti ve bulgularinin azalmasini saglamistir (226). Calismamiza katilan

hastalar ise kolsisinden baska herhangi bir tedavi almamislardir.

D vitamininin hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rolii oldugu
bilinmektedir. Makrofajlar ve dentritik hiicrelerin dahil oldugu bir¢ok immiin sistem
hiicresinde 25(OH)D-1a hidroksilaz enziminin ekspresyon diizeyinin yiiksek olmasi,
D vitamininin hiicre savunmasi acisindan Onemini gostermektedir. Uretilen
1,25(0OH).D’nin  otokrin veya parakrin yollarla antijen sunucu hiicrelerin
baskilanmasina, T hiicre proliferasyonunun inhibe olmasina ve Thl hiicrelerinden
tiretilen IL-2, IFNy ve TNFa sitokinlerinin azalmalaria sebep oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple de azalmig D vitamini diizeylerinin inflamasyon cevabinda artisa neden
oldugu iddia edilmektedir (227). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda D vitamini eksikligi
ile otoimmiin hastaliklar, inflamatuar bagirsak hastaligi, romatoid artrit, diyabet,
birgok kanser tiirii ve kardiyak hastaliklar arasinda anlamli iliski bulunmustur (228,
229). Ailevi Akdeniz atesi hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda da D vitamini
eksikligi agisindan anlamli fark bulunmakla birlikte; AAA hastalar icerisinde de
kolsisine direngli olan vakalarda, D vitamini diizeyi kolsisine duyarli hastalardan
daha diisiik bulunmustur (176, 230, 231). Bu degisken gz oniinde bulundurularak D
vitamini eksikliginin, mtDNA kopya sayis1 degisikliginden bagimsiz olarak

hastalarda kolsisin direnci sonucunda artmis amiloidozis riskine sebep
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olabileceginden dolayi, ¢aligmaya siddetli D vitamini eksikligi gosteren hastalar

alimmamastir.

Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda ataklarin ve inflamasyonun baskilanmasinin
bliylime-gelisme parametreleri {lizerine olumlu etkisi vardir. Kolsisin direnci olan
hastalarin tespitinde boy ve kilo persentillerinde diisiikliik tan1 kriterlerindendir; fakat
calismamizda alinan hastalar 18 yas iistii bireyler oldugu i¢in hastalar biiyiime-

gelisme parametreleri agisindan degerlendirilmemistir (232).

Mitokondriyal disfonksiyon bir¢ok kanser tiiriinde onemli rol oynar (233,
234). Tumor gelisimi sirasinda mitokondrinin normal fonksiyonlarinda etkilenme
meydana gelir. Bir¢ok tiimor tiirli, mitokondride gergeklesen oksidatif fosforilasyonu
baskilayarak, glikoliz yoluna agirlik vererek laktat miktarini ve glikozun hiicre i¢inde
aliminm arttirir. Timor dokusu hiicrelerinin enerji liretimini agirliklt olarak glikoliz
yolagiyla yapmas1 “Warburg etkisi” olarak tanimlanmaktadir ve bu etki {izerinden
klinik acidan tiimoral gelisimi takip eden PET (pozitron emisyon tomografi)
goriintiileme yontemi kullanilmaktadir (235). Mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle
olusan reaktif oksijen radikalleri timoér metastazlarinda 6nemli rol oynamaktadir
(236). Mitokondriyal genomda ve ¢ekirdek genomunda mitokondri metabolizmasini
diizenleyen genlerde meydana gelen mutasyonlar da tiimorogenezise zemin

hazirlamaktadir (237).

Farkl1 tlimor tiplerinde yapilan genis tabanli bir aragtirmada, mtDNA kopya
sayist degisiklikleri ile ilgili sasirtici bulgular elde edilmistir (238). Calisilan timor
tiplerinin yaklasik yarisinda normal dokuya gore mtDNA miktarinda azalma tespit
edilmistir. Daha detayli analizlerde, mtDNA miktarinda azalma tespit edilen timor
tiplerinin bir kisminda da RNA sekanslama ile bakilan transkripsiyon diizeylerindeki
ve immiinhistokimya yontemiyle bakilan protein diizeylerindeki azalma gosterilerek
mitokondriye yerlesik metabolik yolaklarda yavaslama vyani mitokondriyal
disfonksiyon ispat edilmistir (238). Farkli tiimor gruplart arasinda, farkli gruplarin
yaptig1 caligmalarda mtDNA kopya sayisina iliskin olarak artma ya da azalma
yoniinde degisken sonuglar mevcuttur (239, 240). Bu degiskenligin temelinde;

incelenen tiimor dokusunun sayisindaki yetersizlik, kontrol grubu olarak kullanilan
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orneklerin uygun sayida olmamasi ve/veya kontrol grubunda kullanilan 6rneklerin
uygun kriterlerde olmamasi gosterilebilir. Bu uyumsuzluk kanserlerle ilgili yapilan
bu genis tabanl arastirmada, kanser grubu agisindan net olarak ortaya konmus olsa
da diger hastalik gruplar1 ve ¢alisma gruplar1 agisindan da ayn1 degiskenler sebebiyle
farkli sonuglar elde edilmesi miimkiindiir. Bu sebeple, 6zellikle mtDNA kopya
sayisinin bircok parametreden etkilendigi yapilan aragtirmalarla ortaya konmakla
birlikte, yapilan ¢alismalarda calismaya alinan Ornek kriterlerinin mtDNA kopya
sayisint etkileyen durumlar1 dislayacak bigcimde olusturulmasi onerilmektedir. Bu
baglamda, mevcut c¢alismamiza secilen Orneklerde daha onceki ¢alismalarda

belirlenmis mtDNA kopya sayisini etkileyen parametrelere dikkat edilmistir.

Apoptotik tiimor hiicrelerinde mtDNA kopya sayisinin yliksek oldugu ve bu
durumun tiimor hiicrelerinin apoptozise karst korunmasinda 6nemli oldugu
gosterilmistir. Apoptozise karsi direng gelismesinin neticesinde, timor hiicrelerinin
kemoterapotiklere direnci artmaktadir. Timor hiicrelerinde azalmig mtDNA igerigi,
reaktif oksijen radikallerinde artisa sebep olmaktadir. Reaktif oksijen radikallerinin
artist da antioksidan genlerin ekspresyonunda azalmaya sebep olarak, timor
hiicrelerini kemoterapotiklere daha duyarli hale getirmektedir. Bu sebeple, reaktif
oksijen radikallerinin sentez yolaklarina etki edecek yeni molekiillerin kemoterapi

duyarliligini arttiracagi diisiiniilmektedir (241).

Yeni nesil dizileme ile ilgili gelismeler de mtDNA kopya sayisi
degisikliklerin daha genis ¢apta arastirilmasina olanak tanimistir. Yeni nesil dizileme
tekniklerinin bize sundugu 6nemli bir imkan olan tiim ekzom dizi analizi (whole
exome sequencing-WES) genetik teknolojinin son donemde gelistirdigi test
panellerinden biridir. Bu test ile genomun ekzon denilen islevsel bolgelerine ait

DNA’da ger¢eklesen degisiklikler belirlenebilmektedir.

Ekzom, viicudun fonksiyonu icin gerekli olan proteinlerin tiretimini saglayan
genlerin DNA dizilerinin biitliniidiir. Bilimin bu zamana kadar belirleyebildigi
hastaliga neden olan mutasyonlarin birgogu DNA’nin ekzon boélgelerinde tespit

edilmistir. Son donemlere kadar uygulanan genetik testlerin ¢ogu sadece tek bir geni
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ya da hastalikla ilgili oldugu diisiiniilen birkac¢ geni tararken, WES testleri binlerce

geni es zamanli olarak taramaktadir.

Bu ozellik, WES’i karmasik genetik problemlerin sebeplerinin ortaya
konulmasinda en etkin yontemlerden biri haline getirmektedir. Tiim ekzomlarin
taranmast yeni mutasyonlarin bulunmasi ve hastaligin atipik bulgularinin
belirlenmesi icin idealdir. Ulkemizde siklikla akrabaliktan kaynaklanan ve
Mendelyen hastaliklar olarak bilinen kondisyonlarin etmeni olan mutasyonlarin

yaklasik %85°1 bu kodlanan ekzonlarin i¢indedir.

WES yontemi kullanilarak genis calisma gruplarinda yapilan ve mtDNA
kopya sayist degisimlerinin molekiiler sebebinin arastirildigi bir ¢alismada
heterozigot SLC25A4 gen mutasyonlarinin mtDNA miktarinda azalmaya sebep
oldugu tespit edilmistir (242).

Gorildiigii tizere, mtDNA kopya sayist degisikliklerinin bir¢ok hastalik ve
durum igin biyobelirte¢ olarak kullanilma imkani vardir. Bu calismada AAA
hastaliginin Diinya’da en sik goriildiigli yerlerden biri olan iilkemizde tani, takip,
tedavi basaris1 ve hastaligin en 6nemli komplikasyonu olan kronik bobrek yetmezligi
riskinin belirlenmesi icin mtDNA kopya sayisi miktarinin risk unsuru olarak
kullanilarak, AAA agisindan morbidite oranlarinin disiiriilmesi Onerilmistir. Yine
AAA hastalar igerisinde, mtDNA kopya sayis1 degisiklikleri ile ilgili olarak farklh
hasta gruplart ile yapilacak olan genisletilmis caligmalar, hastaligin molekiiler
mekanizmasini aydinlatilmasi ve mitokondri disfonksiyonunun AAA’ya etkisinin

tam olarak anlasilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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