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OZET

AILEV I AKDENiZ ATE SINDE MiCRORNA'LARIN ETK iSiNiN
DEGERLENDIRILMESI

Giri s: Ailevi Akdeniz atgi (AAA) otozomal resesif kalitilan otoinflamatuair thastaliktir.
Tekrarlayan atg serozit ve deri dokuntulerinirglék ettigi ataklarla seyreder. Hastalik tanisini
koymak icin spesifik labaratuar testi yoktur, kknre gelgtirilen tani kriterleri kullanilarak
tani konur. Molekiler tetkikler tanida yardimci plaiim hastalar molekiler olarak tani
alamamaktadir. AAA’dan sorumlu olan MEFV genind& gayida mutasyon saptarnolup
M694V, M680I, V726A, E148Q en sik gorulen mutasywdir. Hastalik Klingi degisken
olup mutasyonlar hastgln siddeti ile iliskilendirilmistir ancak ayni mutasyonu stgan
hastada klinik farkli olabilmektedir.

MIRNA (miRNA)'lar kiiguk, 19-25 nukeotid arasindagigen, tek sarmalli, endojen kodlama
yapmayan molekudllerdir. miRNA’larin  hicre g@mi, homeostaz ve Wgiklik
fonksiyonlarinda énemli rol oynagl| kanserden inflamasyona kadar bircok hastallkg&ili

oldugu gosterilmgtir.

AAA hastalginin patogenezi ile ilgili farkh hipotezler 6nerétlmekle birlikte nedeni heniiz
net olarak ortaya konamagtir. Genotip-fenotip korelasyonu olmayan klinik Kahklarin
nedeni aciklanamamgibir hastaliktir. Pek cok hastaliklasKisi gosterilen miRNA’larin
otoinflamatuar hastaliklarla da skisi goOsterilmgtir ancak AAA hastafii ile iliskisini
argtiran geng kapsamli bir ¢cajma bulunmamaktadir. Catnamizda AAA hastaiinda

miRNA’larin rolt argtiriimistir.

Metot: Klinik bulgusu olan ve genetik olarak tanisi korteh AAA hastasi ve 49 §hkli
gonullu calsmaya alindi. Plazmadan elde edilen miRNA ekspresyimeyleri Real-time PCR
yontemi kullanilarak agairnldi. Calsmada daha once otoinflamatuar hastaliklarlgkigi
gosterilen ve immun yanitta gorevleri ofdubilinen 15 adet miRNA'nin iki grup arasinda ve

hasta grup kendi icinde gerlendirildi.



Bulgular: Hasta grup ile géukh bireylerden olgan kontrol grubunda miRNA ekspresyon
farkliliklar argtirildi. Hastalar kendi icinde kgkin kullanan hastalar ve kullanmayan
hastalar olarak incelendi. Hastalar kontrol grup HKasilastinldiginda hasta grupta 11
MiRNA'nin (MiR-125a, miR-132, miR-146a, miR-155jRnl5a, miR-16, miR-181a, miR-
21, miR-223, miR-26a, miR-34a) ekspresyon duzeyktlamli olarak dgilk saptandi
(p<0.05). Hasta grup kendi icinde kdastirildiginda kokisin kullanan hastalarda
kullanmayan hastalara gore 5 miRNA'nin (miR-132RAli5a, miR-181a, miR-23b, miR-26a)
ekspresyon dizeyinin anlamli olarak @sttgorildi (p<0.05). Kaisin kullanan hastalar
kontrol grubu ile kanlastirildiginda 5 miRNA’nin (miR-132, miR-15a, miR-21, miR-26a
miR-34a) ekspresyon duzeyinin anlamli olarak agaldgorildi (p<0.05). Kaisin
kullanmayan hastalar kontrol grubu ile dastirildiginda 6 miRNA'nin (miR-132, miR-15a,
miR-181a, miR-16, miR-26a, miR-21) ekspresyon diiieyanlaml olarak azalg@ saptandi
(p<0.05). Ataktaki hastalar kontrol grubu ile éastirildiginda 4 miRNA'nin (miR-132,
miR-15a, miR-21, miR-34a) ekspresyon duzeyinin mhl@larak azaldi saptandi (p<0.05).
Atak dsindaki hastalar kontrol grubu ile kdsstirildiginda 10 miRNA’nin (miR-125a, miR-
132, miR-146a, miR-155, miR-15a, miR-16, miR-18TajR-21, miR-223, miR-26a)

ekspresyon diizeyinin anlaml olarak azaldaptandi (p<0.05).

Sonug: Calsmamiz AAA hastafii patogenezinde miRNA’larin etkili olabilegai
gostermgtir.  Bunun yanisira bireyler arasi miRNA ekspresy@arkliliklarinin  farkl

fenotiplerin ortaya cikmasina katkida bulunabifgciistintlebilir.

Anahtar Kelimeler: MEFV, Ailevi Akdeniz Atesi, MIRNA



ABSTRACT

EVALUATING THE EFFECTS OF MICRORNAS ON FAMILIAL
MEDITERRANEAN FEVER

Introduction: Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomatessive inherited
autoinflammatory disorder that can result in attaskth accompanying recurrent episodes of
fever, serositis, and skin rash. There is no spelaboratory test to diagnose the disease;
therefore, it is diagnosed using clinical and depetl diagnostic criteria. Molecular
investigations help diagnose the disease; howenet, all patients can be diagnosed
molecularly. Many mutations have been observetenMEFV gene responsible for FMF, the
most common are M694V, M680I, V726A, and E148Q. Theical characteristics of the
disease are varied and the mutations are assoeidtethe severity of the disease; however,

the clinical characteristics could be differenpatients with the same mutation.

MicroRNAs (miRNAs) are small, single-stranded, egeloous, and noncoding molecules,
which vary between 19-25 nucleotides in length. MA&® are known to play a significant role
in cell growth, homeostasis, and immune functicaarg] are associated with many diseases

ranging from cancer to inflammation.

While there are various hypotheses about the petiesgs of FMF, the reason is yet to be
established clearly. This is a disease with no ggreephenotype correlation and unexplained
clinical differences. MiRNAs are demonstrated toalssociated with a number of diseases as
well as autoinflammatory disorders; however, no porhensive study has revealed its

association with FMF disease. In our study, we stigated the role of microRNAs in FMF.

Methods: In our study, we included 51 patients with gendiycdiagnosed FMF who had

clinical symptoms and 49 healthy volunteers. Tharession levels of miRNAs obtained from
plasmas were analyzed using real-time PCR. FiftegRNAs that were found to be

associated with autoinflammatory diseases and laveart in immune response were
evaluated between the two groups and within thiepiagroup.

Findings: The miRNA expression differences in the patiemugrand control group, which
consisted of healthy individuals, were investigatétie patients were examined in two
groups: those who took colchicine and those who rdtl The expression levels of 11
MiRNAs (miR-125a, miR-132, miR-146a, miR-155, niiBa, miR-16, miR-181a, miR-21,
miR-223, miR-26a, and miR-34a) in the patient graugve significantly low, compared with

Vi



the control group (p<0.05). The patient group waalyzed and compared within itself, and
the expression levels of 5 miIRNAs (miR-132, miR-1m@R-181a, miR-23b, miR-26a) in the
patients who took colchicine seemed to have ineckasgnificantly, compared with the

patients who did not take colchicine (p<0.05). Whempared with the control group, the
expression levels of 5 miIRNAs (miR-146a, miR-15aR+h6, miR-26a, miR-34a) in the

patients who took colchicine were significantly Ewp<0.05). Similarly, compared with the
control group, the expression levels of 7 miRNAs$R#h46a, miR-132, miR-15a, miR-181a,
miR-16, miR-26a, miR-21) in the patients who did take colchicine were significantly

lower (p<0.05). Furthermore, the attack patientsenampared with the control group, and
their expression levels of 4 miRNAs (miR-132, miBal miR-21, miR-34a) were

significantly lower (p<0.05). The expression levet9 miRNAs (miR-132, miR-146a, miR-

15a, miR-16, miR-181a, miR-21, miR-223, miR-26a,RA34a) in non-attack patients

decreased significantly, compared with the corgrolp (p<0.05).

Conclusion: Our study demonstrates that miRNAs could be effedi the pathogenesis of
FMF. Additionally, the miRNA expression differencasiong individuals could help discover
different phenotypes.

Keywords: MEFV, familial Mediterranean fever, microRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Sistemik otoinflamatuar hastaliklar tekrarlayan lanfatuar ataklarla seyreden
hastaliklar grubudur (1). Ulkemizde sik gorulen lefi Akdeniz Atgi (AAA) hastali,
otozomal resesif gegigosteren otoinflamatuar hastalik grubundandir.tdlgsn patogenezi
henliz net aydinlatilamagniolup, bireyler arasi klinik farkhliklar ve genptienotip
korelasyonu bazi mutasyonlarskuiida her zaman gosterilememektedir (2). Son gdlar
guncel molekuller olan miRNA’larin birgcok hastabkiliskisi gosterilmgtir. Otoimmuinite,
otoinflamatuar hastaliklar ve miRNA gkisinin aragtirildigi c¢esitli  ¢alismalarda, anlamh
MIiRNA expresyonlari saptangnolup gunimuizde halen AAA hasgalve miRNA iliskisini
arastiran geng kapsamli bir cajma bulunmamaktadir. Cetnamizda daha 6nce inflamatuar
hastaliklarda incelenmiolan ve ilskisi gosterilen 15 adet miRNA (miR-15a, miR-146a,
miR-155, miR-26, miR-21, miR-223, miR- 16, miR-181jR-125a, miR-34a, miR-124a,
mMiR-203, miR-346, miR-132, miR- 23b ) ekspresyomaiiierine bakilnytir.

Bu calsmanin birincil amaci AAA patogenezinde rol oymadidisinilen
miRNA’larin gosterilmesidir. Cajmamizda, klinik bulgulari olan ve molekiler genetik
olarak tanisi konmuAAA hastalarinda, skl kontrol grubuna gore az veya fazla eksprese
olan miRNA’larin saptanmasi hedeflegtmi. AAA, tim dinyada milyonlarca insani
etkileyen kronik bir hastaliktir. Hastgin patogenezine neden olan genetikiglkliklerin
saptanarak bu desikliklere yonelik tedavilerin planlanmasi, hastali&taklarinin ve
morbiditeye yol acma riski yuksek olan komplikashgmin dnlenmesi ciddi ve tUmit vaat
edici bir adim olacaktir. Cgmanin ikincil amaci AAA'da fenotipik dgsiklige neden
olabilecek miRNA’larin ekspresyon farkliliklarinantaya konmasidir.

Calismanin hipotezleri:

1. AAA patogenezinde epigenetik faktorlerden biri gidudisiintlen miRNA’larin
yer aldginin gosterilmesi

2. AAA hastalarinda miRNA ekspresyonlari gkl bireylerden daha farkhdir.
3. MiRNA'larin ekspresyon dasiklikleri AAA fenotipini degistirebilmektedir.

4. MiIRNA ekspresyon dasiklikleri AAA’da komplikasyonlarin derecesini beliar.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi

2.1.1. Tanim

Ailevi Akdeniz atgi (AAA) otozomal resesif kalitilan otoinflamatuair Ihastalik olup
tekrarlayan atg serozit ve deri dokuntulerininglék ettigi ataklarla seyreder (2, 3). Atak
sirasinda l6kositoz, serum amiloid A (SAA) ve ataz reaktanlarinda (CRP, fibrinojen) arti
saptanabilir. Ataklar 12-72 saat strmektedir,ktipeelligi ise kendini sinirlayan nitelikte
olmasi ve spontan iygenesidir (1). Hastalilk Akdeniz kokenli toplumlarddusevi, Turk,

Arap ve Ermenilerde sik olarak izlenmektedir (4).

2.1.2. Tarihce

AAA tarihte ilk olarak 1900’l0 yillarin banda tanimlanmtir. Janeway ve Rosenthal
1908 yilinda tekrarlayan atekarin &risi ve l6kositozu olan 16 yenda Musevi bir kiz hasta
yayinlamglardir (5). 1945'te Amerikali agsirmaci Siegal tarafindan “Benign Paroksismal
Peritonit” adiyla tanimlanmgtir (6). 1948 yilinda Reiman ‘Periyodik Hastalikérimini
kullanmstir. 1951 yilinda Mamau ve Kattan tarafindan amddala iliskisi ve genetik gegi
gosterdgi bildirilmi stir (7). AAA tanimi ise ilk kez 1958 yilinda Helleee Sohar tarafindan
kullaniimis olup 1961 yilinda otozomal resesif kalitgdgosterilmitir (8). Ilk AAA’h Tiirk
hasta ise Abrevaya Marmarali tarafindan 1946 yalin@arip Bir Karin &risi Sendromu' adi

ile bir erskinde tanimlanngtir (9).

2.1.3. Epidemiyoloji

AAA Yahudiler, Turkler, Ermeniler ve Araplar gibDogu Akdeniz kokenli
topluluklarda sik goriilmektedir (10). Yunanistargldhya, Avustralya, Belcikajtalya ve
Kibalrlarda da gosterilngtir (11). Dunya genelinde ise 150.000sia etkiledigi
disunulmektedir. Hastalik Kuzey Afrika’daki Sefardikakudilerinde 1/250-1/1000 oraninda
prevalansa sahiptir (11). Ulkemizde ise Kastam@inpp gibi Bati Karadeniz, Gungliane,
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Giresun, Bayburt gibi Dgu Karadeniz, Ankara, Tokat, Sivas, Kayseri gibi Anadolu,
Erzincan, Erzurum, MalatydSars ve Asri gibi Dogu Anadolu kdkenlibireylerde daha sik
gorulmektedir(12). Hastaigin tlkemizdeki prevalansi 1/100@Qasiyicilik oraninin ise 1,

oldugu saptannstir (13).

N

Sekil 1: AAA hastalginin orijini ve Dinya’ye yayillimi

2.1.4. Genetik

AAA hastalgl otozomal resesif kalitim gostermekte (14). Hastaliktan sorumlu ge
1997 yilinda uluslararasi AAA Konsorsiyumu ve Fran8AA Konsorsiyumu tarafinda
birbirinden b& msiz olarak klonlanmtir (15,16).MediterranearFever (MEFV) geni olarak
adlandirilan bu gen 16.kromozomun | kolunda (16p) 13.3 bélgesinde 10 ekzonluk,
kilobazlik bir gendir ve 3505 nukleotitten glmaktadir.
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Sekil 2: MEFV geninde mutasyonlarin giami

MEFV geni 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktad Bu proteine uluslararasi
konsorsium grubu pyrin, Fransiz grubu ise maremosdini vermglerdir (17). MEFV
geninde ¢ok sayida mutasyon tanimlanoiup M694V, M680I, V726A, E148Q, M694I1 en
sik gorulen mutasyonlardir. Bu mutasyonlar tum ketgruplardaki hastalarin %85’inde
saptanmgtir (18). Hastalarin ancak % 71,2'sinde MEFV mutasy saptanirken
mutasyonlarin dalimina bakildginda M694V (%39.6), V726A (%13.9), M680I (%11.4),
E148Q (%3.4), M6941 (%2.9) olarak bildirilgtir. Ulkemizdeki mutasyon dmimina
bakildginda ise M694V %51,4, M680I %14,4, V726A %8,6 saptstir (19). Sefardik
Yahudileri, Ermeniler, Turkler ve Araplarda en si694V mutasyonu, Askenazi
Yahudilerinde ise en sik E148Q mutasyonu saptginm(20). Araplarda M694l ve
Avrupalilarda E148Q en sik saptanan mutasyonlé2diy.

2.1.5. Patogenez

AAA hastalginin patogenezi hentiz aydinlatilamamolup caitli hipotezler ortaya
atiimistir. Hastallk MEFV genindeki mutasyonlardan kayaakhaktadir. MEFV geni 10
ekzonlu bir gen olup, 781 aminoasit zincirindensalu pyrin (veya marenostrin) proteinini
kodlamaktadir (22). Pyrinin yaygin olarak olgunrofitierde eksprese edilmesi bu proteinin

muhtemelen inflamasyon mediatorlerinin down reggpasinu sgladigini disiindtrmektedir.
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Normal kaullarda noétrofil aracilikh inflamasyonu kontroltedda tutmaya yarayan pyrin
proteininin, MEFV geninde okan mutasyonlar sonucu hatali kodlahdve inflamasyon

kontrolinin bozulmasina neden aidu disintlmektedir (23). Hatali Gretilen pyrin
proteininin normakartlarda goérevini yerine getirgliancak stres durumlarinda gérevini yerine

getiremedgi ve hastagin ataklarla seyretmesine yol agtsaniimaktadir.

Pyrin proteini 5 farkli bolge icermektedir (24). RW domain (PYD), 195
aminoasitten olgur ve proteinin amino (N) ucundadir. C-terminal reegtte bulunan B30.2
(PRYSPRY) kaspaz 1 ile etkgen bolgesidir. Temel 16sin fermuar domaini (bZIP)
transkripsiyon faktér esas bolgesi (The basic leaicipper domain; bZIP transcription 6
factor basic domain) 266-280 aminoasittensofuve DNA b&lama bolgesidir. B-kutu ¢inko
parmak bdlgesi (B-box zinc finger domain) 375-40mireasitten olgur, PSTPIP1 ile
etkilesen bdlgesidir. Alfahelikal (sarmallangnsarmal; coiled coil; CC) bdlgesi 408-594
aminoasitten olgur. Tim bu bélgeler protein-protein etkil@ine katilir. Pyrin proteininin bu
fonksiyonel bdlimleri hiicre olumu, sitokin salinjmranskripsiyonel regulasyon, hicre
iskeleti sinyal iletiminde gorev alirlar (25). AAA skili mutasyonlarin ¢gunun pyrin’'in C

terminal B30.2 domain bélgesinde ofdudistinilmektedir.

Mikrotiibtil: CD2BP1/PSTPIP1:

Adezyon, Fagositoz, PAPA sendromu
Yer dedistirme, Degraniilasyon |L-1B sekresyon regiillasyonu

I I

NH,

/ Kaspaz-1 bolinme yeri
IkB-a: NFkB inhibisyonu Kaspaz-1: IL-1p aktivasyonu

14.3.3;  P65: NFkB aktivasyonu Siva: Apopitoz
Hicre sinyalizasyon
ASC:  Apopitoz
Apopitoz
Kaspaz-1 aktivasyon

Sekil 3: Pyrin domainleri (35)



PYRIN bdlgesi aminoasit dizilimi, apoptoziste goredan 6lim domaini (death
domain; DD), 6lumu etkileyen domain (death effecttomain; DED), kaspaz toplanma
domaini (caspase recruit domain; CARD)’'ne benzegtkkive 6lim domaini katlantisi (death

domain fold; DD) ailesinin 4. tyesi olarak yer aktedir (26).

Pyrin proteininin fonksiyonunu belirlemek amaciyiapilan cagmalarda bu proteinin
ASC (apoptosis-associated speck like protein witbARRD) protein ile ilgkisi saptannytir.
Pyrin N-terminali PYRIN domaini aracgl ile “ASC” proteinine (Apoptosis associated speck
like protein with a CARD) bglanir. ASC, 195 aminoasitten gan, amino ucunda pyrin
domaini (PyD), karboksi ucunda “caspase recruitndemain (CARD)’i iceren bir proteindir.
ASC’nin, PyD domaininin gier PyD iceren proteinlerle (6rgi@; Cryopyrin, PYPAF7,
DEFCAP proteinleri gibi) protein-protein etkslenine katildgi gosterilmgtir. CARD domaini
ise ASC’nin, fonksiyonel aktivitesinde 6nemli ofglu bilinen domainidir (27). ASC'nin
inflamasyonun dizenlenmesinde ¢ 6énemli goreviivaitdi apoptoz olup, ikincisi IL-B’nin
islenmesi ve salgilanmasi ileshili prokaspaz-1'in olgturulmasi ve aktivasyonu, uglnci
gorevi ise inflamatuvar cevabingdi@masi ve yayllmasinda gorevli bir transkripsiyaktdru

olan NF«B aktivasyonunun gganmasidir (28).

ASC’nin  “inflamazom” denilen makromolekiler komptd&rde toplandgi
gosterilmitir. Tanimlanan ¢ok sayida inflamazom olup bunldikleotid b&lanma ve
oligomerizasyon bolgesine gore NACHT, l6sinden zertgkrarlar (Leucine rich repeats;
LRR) gibi nikleotid bglanma ve oligomerizasyon domaini (nucleotide bigdiand
oligomerization domain; NOD), NOD benzeri rese@dr{NOD like receptors; NLRs) ve
pyrin domainini iceren protein (pyrin domain—coniag protein; NLRP veya NALP) 1,
NLRP2, NLRP3 ve ICE proteaz aktive eden faktor (I@6tease—activating factor; IPAF)
olarak isimlendirilmgtir. Yeni tanimlanan Uyesi ise melanomada olmay#vi 2 (absent in
melanoma 2) uyesidir, hemapoetik ifade yapan, fietenla uyarilabilen, nukleer yesienli,

200 aminoasit bolgesi iceren (HIN-200) ailenin iyddugu bilinmektedir (25).

ASC, NLRP3 inflamazomu iginde N-terminal PYRIN bédjy ile PYRIN-PYRIN
etkilesimiyle NALP3’e balanirken C-terminal CARD bdlgesiyle de prokaspaz-i&lanir.
Daha sonra ikinci prokaspaz-1 molekili kompleksspka toplanma domaini-nikleer faktor
kappaB aktive eden ligand inhibitdri (Caspase ignent domain-inhibitor of nuclear factor-
kappaB-activating ligand; CARDINAL) aradilyla balanir ve proteolitik aktivasyon
sonucunda aktif katalitik domainler olan p20 vé® ghlinir. Aktif olan kaspaz-1 de pro-IL-
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1B’y aktif formu olan IL- J3’ya cevirmektedir. Byekilde aktiflesen IL-1, kendi reseptoriine
baglanarak inflamasyonu gatmaktadir (25).

Pyrin proteininin C terminal B30.2 bolgesi kaspar-aktif alt birimleri olan p20 ve
pl0’a b&lanarak kaspaz-1 aktivasyonunun dizenlenmesindeyrar. Kaspaz-1'in p10 ve
p20 subdnitelerine #ganmasi ile prokaspaz-1 proteolitik aktivasyonu aldif kaspaz-1
pl0p20 heterodimer aktivitesi engellegiddisiniimektedir (25). AAA ile ilgkili mutant
pyrinin B30.2 bolgesinin p20 ve pl0 ile etkilai WT (wild type) pyrinden daha azdir ve
boylece p20 ve pl0 heterodimeri g@uak pyrini Bzip ile B-box finger domain ortasindak
Asp 330 bdlgesinden ikiye parcalar. €da N terminal pyrin parcasi, NF-KB aktivitesini 2
yolla arttirir; ya p65 NF-KB'nin nikleusa gimni artirarak ya da IkB-a nin yikilimini artirarak
artan NF-KB aktivitesi de inflamuar sitokin salimanrtirir.

AAA patogenezinde temel roll olan pyrin, anlatilaekanizmalar sayesinde énemili
bir inflamatuar sitokin olan interlokin IL-B aktivasyonunu dizenler ve nikleer faktor kB

(NF-kB) aktivasyonunu ve apoptozu inhibe eder (29).

Inflamasyon
(Ates) ¢
L
A & Y —

KL
'L"'ﬁ""'—) kaspaz-1

n‘?g_
__-::]QL ﬁ =7 >

Pro-IL-1p

Prokaspaz-1 ! /
é ASC

Proinflamatuvar sitokinler Antiinflamatuvar sitokinler
IL-1, IFN-y, TNF-@ ve LPS IL-4, IL-10 ve LPS

A: LPS ve proinflamatuvar sitokinler ASC'yi tetikleyerek, prokaspaz-1 aktivasyonu ve CARD interaksiyonlan olusumuna sebep olmakta ve
inflamasyon baslatiimaktadir.

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

Sekil 4: Pyrin proteini ile ASC arasindakigkinin sematik olarak gosterimi (30)
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Bunun yaninda ataklarda lipokortin yetersigli katekolaminlerin depolanma ve
saliverilmesinde dengesizlik, C5a inhibitor protein yetersizlgi, inflamatuar reaksiyonun
rold, fiziksel ve emosyonel stres, menstruasyofeleiyonlarin ve yiuksek ga diyetin roll

oldugu ileri suraImigtar.

AAA hastalgl serozal ataklarla seyreder. Yapilan gahlarda serozal sivilardan
alinan orneklerde notrofilden zengin inflamatuarcreler saptanmgtir. AAA’lI hastalarin
notrofilleri salikli kontrol grupla kagilastirildiginda normal morfoloji, kemotaksis, fagositoz
ve mikrotubtller fonksiyon gosterdikleri fakat baZonksiyonel farkhliklar oldgu
gosterilmitir (31). Notrofillerden salinan kemotaktik faktérl atak sirasinda inflamasyon
bdlgesine notrofil kemotaksisini arttirarak inflagyanun siddetinin - artmasina sebep
olmaktadir. Asemptomatik AAA hastalarinin noétrigiilnden 1s1 ve hipotonik uyarilar
karsisinda normalden fazla miktarda lizozom salgilan{82), AAA hastalarinda interlokin 8
(IL-8), cozinebilir interseluler adezyon molekili (&ICAM1) ve ¢ozinebilir endotelyal
adezyon molekuli 1 (sSELAM1) seviyeleri yiuksek @dwosterilmgtir. Sonuc olarak, AAA
hastalginda notrofillerin artmy adezyon yoluyla aktive olgu iddia edilmektedir.

AAA hastalginda ataklarda akut faz reaktanlarinin grtgosterilmgtir. Daha sonra
akut faz yanitindan sorumlu sitokinler olan intent2 (IL2), interlokin 6 (IL6), interlékin 8
(IL8), ve tumor nekrozis faktor alfa (TN ile yapilan cakmalarda atak déneminde
duzeylerinin yuksek oldiu saptanngtir (33). Atak donemi dinda hastalar ve asemptomatik
AAA tasliyicilar incelendiinde bazi capmalarda CRP dgerlerinin sglkl kontrol grubuna
gore daha yiksek oldu saptannstir (34). Sonuc¢ olarak hastalarda atakta ve ataksiz

asemptomatik evrede de subklinik inflamasyonun deetigi gosterilmitir.

AAA hastalginin patogenezini aciklamaya yonelik birska hipotez ise AAA
hastalarinin eklem ve periton sivisinda Cb5a indibiproteinin yetersiz§ii sonucu
inflamasyonun olgabilecei gorisudir (35). C5a notrofillerin kemotaksisini arttirktadir.
Peritoneal ve sinovyal sivilar kompleman C5a’nimktaktik aktivitesini engelleyen inhibitor
bir protein tairlar. C5a inhibitér protein, C5a’nin ginda proinflamatuar sitokin IL-8'i de
inhibe eder. AAA hastalarinin eklem ve periton swda C5a inhibitor proteininin yetersiz
oldugu ve bu nedenle C5a'yl inhibe ederek inflamasyomumtiol altina alan inhibitor

proteinin eksiklginin akut inflamatuar ataklara yol acabilgcedUstintlmektedir (23).



Bir baska hipotez ise AAA ataklarinin stres ile ortayangasina dayanmaktadir.
Barakat ve arkagtari katekolamin metabolizmasinda muhtemel bir Bbriu ortaya
koymak amaciyla sempatomimetik bir ajan olan metaral inflizyonunu kullanmglardir
(36). Burada metaraminole #@a endojen katekolamin darji ile AAA atasl benzeri
semptomlar olgturulmaya cakilmistir. Metaraminol inflizyonu sonrasi ortaya cikan

yakinmalar, AAA ataklarina benzemekte vesioh tedavisinden fayda gérmektedir.

2.1.6. Klinik Ozellikler

AAA hastalginda klinik bulgular hastalarin %90'inda 20symlan 6nce bgdar.
Cocuklarda hastalin ortalama bgangic yal bestir (37). Hastalgin erkeklerde daha sik
goruldigt bildirilse de Turk AAA grubunun 2005 yilinda yap calsmada erkek / kadin
oranlari birbirine yakin (E/K:1.2/1) bulunmgtur (13). Hastalik klinginin bayik ¢gunlugunu
tekrarlayan ateve serozal tutuluma Bh bulgularin glik ettigi ataklar olgturmaktadir. Ate
hastalarin %96’sinda gorulirken, kargrial %91, gdus arisi %57, artrit ve artralji %45,
erizipel benzeri dokunti %213’'Unde gorulmektedir.aldar 12-72 saat sdrer, kendini
sinirlayan oOzelliktedir ve spontan iylae gosterir. Artrit veya artraljisek ediyorsa atak
suresi uzayabilir. Hastalarda gtatetikleyen faktorler net olarak bilinmemekle ité
ataklarin menstrtiasyon, fiziksel aktivite, cerramfeksiyon ve emosyonel stresle tetiklgndi
disunulmektedir (38). Ataklar arasinda ise hastalaamggomatiktir (39). Ataklarin tipi
hastalar arasinda farklilik gosterir hatta ayntdwdes farkli tarzda ataklar gorulebilir. Ataklarin
sikligl, siddeti degiskendir ve ©6nceden tahmin edilemez, ancak siklikigdetinin yg ile
azaldgl bilinmektedir (40). AAA’ nin en ciddi komplikasya bdbrekte amiloid birikimine
bagli gorulen son donem bobrek yetmegrir (41). Amiloidoz gastrointestinal traktus,
adrenal bezler, karggr, dalak, mide, tiroid bezi, kalp, aker, testis gibi dier organlari da
tutabilmektedir (42). Hastalar klinik olarak ikirfetipe ayrilirlar.Fenotip 1; atg karin &risi,
eklem &risi, gogus grisi gibi tipik ataklari olan hasta grubu, fenofp ise tipik ataklar

olmadan amiloid nefropatisi olan hastalar grubud®).



2.1.6.1. Atg

AAA hastalginda en sik gorulen semptom olup hastalarin %S@esgoraltr. Ate
38-40 C° arasinda seyreder ve ortalama 12-72 sieat #tak boyunca yiksek kalan gte
sonrasinda kenddinden dier. Hafif ataklarda ve kegisin tedavisi alan hastalarda ate
subfebril seyredebilir, g6zden kacabilir ya gikeetmeyebilir (38,44). Baz! ataklarda sitek
bulgu olarak kagmiza cikarken genelde ataklaraet bulgular glik eder (45). Atgin tek
bulgu old@gu ataklar yanklikla viral farenjit veya tonsillit tanisi alabili(46). Daha nadir
olarak ategsiz atak tarifleyen hastalar da vardir (47). Hasti ataklarin bir kisminda ate

gorulurken atgn eslik etmedgi ataklar da olabilir (45).

2.1.6.2. Karin grisli

AAA hastalginda atgten sonra en sik gorulen ikinci semptomdur. Hastala
%91'inde gorulur. Hastalarin yakl& yarisinda ilk semptom olarak kaniza cikar (46).
Karin grisi atgten once bgar ve ate distikten 1-2 gin sonra sonlanir. Karigrigina
aseptik serozit sebep olurgA tek kadranda tayip lokalize kalabilir ya da butin karina
yayilabilir. Agri, bele ve kasiklara yayilabilir. Diyaframi irritederse gélise omuza yayilan
agrilar gordlebilir. Agrinin  karakteri hafif karin distansiyonundan jetieea peritonit
disinduren tahta karin, defans ve jeneralize hassaskadar dgisebilir. Bazi hastalarda
agrinin elik etmedgi yalnizca karindaiskinlik ve rahatsizlik hissinin oldiu hafif ataklar
gorulur. Peritoneal inflamasyonun peristaltizmi azaltmasinusn hastalarda kabizlik
gorulebilir, ancak cocuklar kabizliktan cok ishgkayeti tariflemektedirler (48). Karin
agrisinin yaninda bazi hastalarda bulanti, kusmélejoitir. Hastalarda ataklar @gnda karin
agrisina kogisin, gastrointestinal amiloidoz, inflamatuar b&réastaliklari ve vaskulit sebep
olabilir, atak dginda hastalar bu acidan dagddendiriimelidir (49). Klinik bulgular, fizik
muayenede tahta karin, defans ve jeneralize hgesabarsak seslerinin azalmasi, ayakta
cekilen direkt karin grafisinde hava-sivi seviyglgr gorilmesi akut batin ofturan
hastaliklari 6zellikle akut apandisiti akla getikie tani dncesinde gereksiz cerragiem
uygulanmasina neden olabilir (50,51). Yapilansgahlarda yaklgtk %30-40 hastanin akut
batin nedeniyle ameliyat edifgibelirtiimistir. Atakta operasyon yapilan hastalarda peritonda
hiperemi ve az miktarda notrofilden zengin eksudidignistir ve bunun fibroz yagikliklara

neden olarak mekanik ileus yapabilgicedUstinilmektedir. AAA hastalarinda elektif
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apendektomiyi savunan atamacilar da vardir, fakat apendektomi yapilantdlasda akut
peritonitin diger nedenlerinin dlanamayac@&, postoperatif yapiklik ve fibrotik bant
(adezyon) olgumuna neden olabilegeicin ¢ogu argtirmacilarca da 6nerilmemektedir (4).
AAA tanisi olan hastalarda karigrasi sikayeti 6n planda aa distindirse de bu hastalarda

da akut karin olabile@e unutulmamalidir.

2.1.6.3. Kaskskelet Sistemi Tutulumlari

AAA hastalginda atg ve karin grisindan sonra en sik gortlen semptom kas- eklem
agrisi sikayetleri olup hastalarin %60-70’'inde goérulur.ri@ead Yahudilerinde artralji ve
artrit hastalarin %75’inde gorulur, géir etnik gruplarda daha nadir olup Araplarda %40,
Ermenilerde %20 sikhinda gorular (1,46,52). Anadolu Turklerinde ise 9888 1gindadir.

Hastalarin yaklgk yarisinda artrisikayetleri 10 yain altinda bglar (53). Atg ve
karin arisi semptomlari ik etmeden %16 hastada ilk semptom olarak sikaza
cikmaktadir, dier bulgular daha sonra eklenir (8). Hastalarin %#&btrit bulgulari ile
karsimiza cikarken daha nadir olarak hastalarin %3@nala sikayetleri ile bavurmaktadir.
AAA’'da gortlen artrit monoartikuler tiptir ve enkstutulan eklemler diz, dirsek veya kalca
eklemidir (54). Omuz, temporomandibuler ve steragiduler eklemler de etkilenebilir (55).
Tutulan eklemde @i, sislik, hassasiyet, hareket kisitgligoraltr. Kizariklik ve lokal i1s1 ai
beklenenden daha azdir. Ayak Biledeki artritlerin %50’sine ayak sirt 6demi vetem glik

eder.

Ataklar degisken olup ayni hastada her atakta ayni eklem tutataddi gibi farkl
eklem tutulglari da gortlebilir. AAA’da gorulen artrit akut ya subakut seyreder ya da %5
hastada oldgu gibi kronik seyreder. Daha sik gorulen akut eklertulumu ilk 24 saatte
yiuksek atgle seyreder, genellikle ayak bije diz ve kalca gibi alt ekstremitenin blyuk
eklemlerinden birini tutar velkayetler 24- 48 saat icinde zirveye gifasonra hizla sekelsiz
duzelir (56). Kronik tipte ise daha ¢ok oligo vayaliartikiler tipte eklem tutulumu goralir.
Birka¢ ay ya da birkag yili bulabilen ancak yinen##giginden, sekelsiz iyilgen artrit ortaya

cikabilir ancak %5 kadar hastada ise geriye domigtiz dgisiklikler goraltr.

AAA'da siklikla gorilen artrit tipi asimetrik, nodestriktif tip olup (%75) daha nadir
olarak kronik destriktif tip (%2-5) ve gezici tigwgiltr (56).
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Ataklar travma ile ya da kendiinden tetiklenir. Atakta tutulan eklemg@egme veya
IsI artgl olmayabilir ve direkt grafilerde kemik vyapilardaerhangi bir dgisiklik
gorulmeyebilir ancak sinovyal eflizyon gali Steril olan sinovyal sivinin polimorfonukleer
|okositlerden zengin oldiw, protein dizeyinin yiksek oldu saptanngtir (44). Artrit
ataklarinda da siklik gesken olup genellikle birka¢ giin veya 1-2 hafta igirsbnlanir. %2-6
hastada gorulen kronik artritte ise en sik kalgadizeeklemi tutulur, tim sistemik bulgular
ortadan kalkg halde eklem bulgularinin gerilemgdiaylarca bazen de yillarca sl

goralur (57).

AAA hastalarinda nadir eklem tutulumlarindan bie shkroiliyak eklem tutulumuna
bagli seronegatif spondiloartropatidir. HLA-B27 nedtti (17). Bu hastalarda siklikla
unilateral veya bilateral sakroileit, tekrarlayamezit ve radyografik spinal tutulum goraltr.
En sik tutulan spinal bélge lomber ve servikal ledig (38). Spondiloartropatili hastalar
genellikle kokisinden fayda gormezken nonsteroid-antiinflamatilaglardan (NSA) ve

ikinci basamak anti-romatizmal ajanlardan faydadgéteri bildirilmistir (57).

AAA’da artrit bulgulari olmadan yalnizca artraljmioldusu ataklar da gorulir. Bu
hastalarda eklemlerdgslik ve Is1 artgl gortilmez, hastalar yalnizealdetli eklem grisindan
yakinirlar. Hastalarin direkt grafileri inceleggide yumgak dokusisligi disinda patolojik
bulgu gorulmez (38).

AAA’da yuksek atgin eslik ettigi myalji ataklari goralebilir. Hastalar daha ¢okl ko
ve bacak grilarindansikayet ederler (58). Bu ataklarin siresi 6 haftkgdar uzayabilir. Bu

ataklarda hastalar kasine yanit vermezken steroidden fayda gorurler.

2.1.6.4. Ggus agrisi

Go6gus arisi Turk, Yahudi, Arap hastalarin %25-50’sindeidfir. Agri genellikle tek
taraflidir. Ataklar 24-72 saat surer, akutslbagicli ve tekrarlayici niteliktedir, sikii
desiskendir (59). Fizik muayenede tutulan tarafta sohlansesleri azalir ve direkt grafide
plevral efizyon gorulebilir. Plevral sivi eksudaaddaerindedir, 48 saat icerisinde kaybolur ve
sekel birakmaz (60). Homozigot M694V mutasyonu diastalarda plevra tutulumunun daha

sik oldwgu gorulmigtar (61).
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AAA’ll hastalarin %0.5’inde perikardit gorulir. Rleardit bazi hastalarda perikardiyal
tamponad ya da konstriiktif perikardite sebep @talidzellikle retrosternal g tarifleyen
hastalarin grafisinde kalp golgesinde glme, elektrokardiyografide ST elevasyonu,

ekokardiyografi'de perikardiyal efizyon gorul@2y.

2.1.6.5. Cilt lezyonlari

en sik gorulen cilt bulgusu erizipel benzeri eritemcocuk hastalarin %11’inde goralr.
Alt extremitede 10-15 cm boyutlarinda, ayak ileayak sirti ve tibia 6n yizinde goralir.
Genellikle tek tarafli, keskin sinirli, pembe moenkli, deriden hafif kabarik plak
seklindedir. Atg ve a&ri gorulir, bazilarina artritsék eder. Bulgular 2-3 gin iginde
kendiliginden iz birakmadan sonlanir (1). Biyopsi yagidda dermal édem ve noétrofil
infiltrasyonu goralir (63). AAA'da eritem ginda 6dem, tekrarlayan oral aftlar, purpura,

psoériazis, eritema nodozumda gorulebilegedilezyonlardir (64).

2.1.6.6. Vaskulit

AAA hastalarinda vaskulit gortlme signin genel popillasyona goére ditti
bilinmektedir. Vaskilit birliktelginin patogenezi net acgiklanamabtm ancak immun
kompleks mekanizmasi olgu disinidlmektedir (65). Bu hastalarin % 50’sinde data
immun kompleksler, kompleman tiketimi ve agnmminglobulin dizeyleri gosterilstir
(66). Cilt ve bobrek biyopsi érneklerinde immunghtibler ve C3'tin gosterilmesi bu hipotezi
desteklemektedir. Mutasyon sikliagisindan bakilginda ise vaskilitesek eden spesifik
mutasyon gosterilemestir. Bazi hastalarda AAA tanisi vaskilit gékten sonra koyulur
(67). En sik gik eden vaskilit Henoch Schonlein Purpurasi (H8P)'AAA hastalarinin
yaklasik %7’sinde HSP goralur (50). Hastalarin biytkgwolugunda HSP klinii AAA
kliniginden 6nce bgar. Bu hastalarda klinik yanlizca HSP gorilen &last gore daha erken
yaslarda balar, ancak hastalik kligi acisindan bir fark saptanmagtm (68).

AAA’'da sikligi artan dger bir vaskulit ise Poliarteritis Nodosa (PAN)due
hastalarin %21’inde gorulir (68). AAA ile birliktedgilen PAN’da bglangi¢ yal izole PAN’a

gore daha erkendir ve klinik daha hafif seyred&).(Bu hastalarda perirenal hematom ve cilt
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alti nodiller daha sik goralir. Cocukstea gorilen PAN hastalari altta yatan AAA acgisindan
deserlendirilmelidir (68).

AAA ve Behget hastatinin birbirine benzer 6zelliklere sahip offlu ve Behget
hastalarinda AAA mutasyonlarinin genel populasygdre arttgl gosterilmgtir (70). Yapilan
bir calsmada AAA hastalarinda Behcet hagtagérilme sikiginin normal populasyona gore
40 kat arttgl gosterilmgtir (71).

2.1.6.7. Akut skrotum

AAA hastalarinda nadir gorulen bir gdir atak da akut skrotal inflamasyonaglba
olarak gorulen skrotal ataktir. Cocuklarda ve gengkinlerde daha sik gorulir. Prepubertal
erkeklerde ilk bulgu olarak kamiza ¢ikabilir. Genellikle tek taraflidirga ve kizarikhkla
seyreder. Hastalar giderek artan skrofal,addem vssislikten yakinirlar. Bu hastalarda akut
skrotum tablosu, testis torsiyonu gelvilir (11). Bu durumda hastalara ayirici tani icin
ultrasonografi ve doppler ultrasonografi yapiimalidorsiyon ve dier nedenler ekarte
edilmelidir. Skrotal atak 12—-24 saatte kendi keedsekel birakmadan iyide. Az sayida
vakada tekrarlayan skrotal atak sonucu hidroselzyah ve damarlarda strangilasyon sonucu

nekroz gektigi bildirilmi stir (72).

2.1.6.8. Norolojik tutulum

Santral sinir sistemi tutusu sik olmamakla birlikte hastalarin bir kismi atakla ba
agrisi sikayeti tariflemektedir (73). Az sayida vakada dsepnenenjit hastafin seyri
sirasinda gorulebilir. Tekrarlayan aseptik menegikalar kogisinden fayda gortrler (50).
Hastalarin bir kisminda febril konvulziyon gorulioy hastalarin Elektroensefalografi’'sinde
(EEG) de anormallikler saptanabilir (74). Topglwove ark.larinin yapgi calsmada da
AAA ile multiple skleroz birliktelgi bildirilmi stir (75).
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2.1.6.9. Hepatomegali, splenomegali

AAA hastalarinda nadir gorilen birgdir durumda hepatomegali ve splenomegalidir.
Cocuk hastalarda splenomegali gortlme g1kb34, hepatomegali sikh %3 saptanngi(64).
Hastalarin buyuk bir kisminda splenomegali enflayrnaa bgli gelisir. Daha nadir olarak

amiloid birikimine b&li splenomegali de goralir.

2.1.6.10. Pelvik tutulum

AAA hastalarinin bir kisminda fertilitenin azatdsaptanmgtir. Ozellikle tedavi
almamg veya sik atak geciren hastalarda infertilite d@aa#a gortlmektedir. Kglsin
tedavisinin fertilite Gzerine olumlu etkisinin olglu gosterilmgtir ancak oligospermi veya
azospermi yan etkisi ol@gu da bilinmektedir (50). Kadinlarda ise inflamasg@ekonder
gelisen pelvik yapmikliklar veya abdominal ataklarin gebelik kaybisebep oldgu
distnulmektedir (76).

2.1.7. Amiloidoz

AAA'da gorulen en ciddi komplikasyon amiloidozditastalgin prognozunu belirler.
AA tip sekonder amiloidoz goralir. AAA’da gorulenmdoidoz siklgl etnik kdkenler
arasinda farklihk gostermektedir. Sefardik Yahedle ve Turklerde sik gorulir. Ermenilerde
daha az gorilurken Askenazi Yahudilerinde nadirradagorilur (11, 77). Ulkemizde
amiloidoz siklgl Turk AAA calisma grubunun 2005 yilinda yagticalsmada %12.9 olarak
rapor edilmgtir (12, 13).

Hastalarda amiloidozun ortaya gkyasi 40 yain altindadir (1). Erkeklerde daha
siktir. Amiloidoz, hastalarin bazilarinda haggalitipik klinik bulgularindan sonra geiiken
(fenotipl), bazilarinda ise AAA Kkligi olmadan ilk bulgu olarak da kamiza cikabilir
(fenotip 2). Bu hastalarda AAA ataklari amiloidamsasinda gorulirken bazi hastalarda tipik

ataklar hi¢ gortlmeyebilir.

Amiloidoz gelsimi hastalgin siklgi, suresi vesiddeti ile iligkili degildir (42).

Hastalarda inflamatuar olaygiddeti ile amiloidoz gelimi arasinda ikki gosterilememitir.
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Kolsisin tedavisi kullanan hastalarda amiloidoz gorubreigi azalirken mevcut amiloidozun

da geriledgi saptanmtir.

Amiloidoz gelsimi agisindan risk faktorlerine bakifnda irk, genetik yatkinlik ve
cevresel faktorler karmiza cikmaktadir. Ermenistan’da sggan Ermenilerde amiloidoz
oraninin Amerika’da yayan Ermeniler'e gore cok yuksek glucevresel etkenlerin vagini
desteklemektedir (78). Ailesinde amiloidoz dykiuséinohastalarda amiloidoz sigliartmstir
(79). Homozigot M694V mutasyonu saptanan bireyled#ge amilodoz gorilme silginin
arttizl bilinmektedir (4). Ulkemizde Kgfoglu ve ark.’larl tarafindan yapilan bir gahada
M694V homozigot mutasyonu olanlarda amiloidoz m&ki6 kat artirdgl gosterilmgtir (80).

birikmesine bl olarak gelgir (81). Ancak amiloidoz gelimini aciklamada yeterli dgdir.
Yapilan son cagmalarda amiloidoz gelimine sadece SAA birikiminin ¢gd SAA gen
polimorfizminin de sebep olabilegelizerinde durulmaktadir (82). SAA a/a genotipiadip
erkek hastalarda amiloidozun daha sik gorgldgosterilmgtir (83).

Amiloidoz en sik olarak bobrekleri tutar. Amiloidoz bobrek tutulumu preklinik,
proteinlrik, nefrotik ve Uremik olmak uzere 4 farldvrede kanmiza cikabilir (84).
Hastalarda mikroalbumindri ve b-2 mikroglobintarken bulgu olabilir. Proteintirisi olan
hastalar amiloidoz agisindan mutlakageldendirilmeli, inat¢i proteintri vaginda renal
biyopsi yapilmalidir. Tedavi edilmedidurumlarda 5-10 yil icerisinde nefrotik sendrom v
bobrek yetmezfii gelisebilir. Bu nedenle hastalar duzenli araliklarla tpiiri acisindan
takip edilmelidir. Amiloidoz tanisinda renal, tek cilt alti ya& doku ve kemik ilgi biyopsisi
kullaniimaktadir (11). Bébreklerin gnda barsaklar, karggr, dalak, bobrekusti bezleri, ve
daha az siklikla da kalp, aker, mide, tiroid ve testisleri de tutabilir (85).aBak
tutulumunda hastalar kamiza inatci ishallerle gelebilir. Bobrek Gstl basulumu adrenal

yetmezlik tablosunda k@imiza cikabilir.

2.1.7.1. Amiloidoz dsi bébrek tutulumu

AAA’'da amilodoz dginda glomeruler patolojiler de gortulmektedir. Bunldokal ve
diffiz proliferatif glomerulonefrit, hizli ilerleye glomerilonefrit, mezengial proliferatif

glomerulonefrit, IgM nefropatisi, IgA nefropatisidi86).
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2.1.8. Genotip-Fenotipiliskisi

AAA hastalginda fenotip ile genotip arasinda kesin bikilikurulamamgtir. MEFV
geninde saptanan mutasyonlarin tipine goére hgstagiddetini, klinik semptomlarini ve
komplikasyon gelime oranini dgstirdigi distintlmektedir (87). Birgcok caima sonucunda
M694V mutasyonu saptanan hastalarda gimdahasiddetli seyretigi ve homozigot formda
M694V mutasyonu tayan hastalarin amiloid getirme risklerinin  yiksek oldgu
saptanmytir (88). E148Q ve V726A mutasyonlari saptanan dlasda klingin daha hafif
seyrettgi ve amiloid gel§tirme riskinin diguk olduyzu distniimektedir (89).

Tark AAA calisma grubu, hastalarig@iklari mutasyonlara gére dért gruba aygtmn)
M694V icin homozigot, M680I icin homozigot, bsi& heterozigotlar ve M694V mutasyonu
tasimayan hastalarseklinde ayirmg ve fenotip-genotip ikisini argtirmistir. Calsma
sonucunda homozigot M694V mutasyonu olan hastakdidigin daha erken ortaya ¢igtive
artrit ve artraljinin daha yiksek oranda gori@diortaya konmgtur. Ayni calsmada atg
karin a&rnsi gibi diger klinik bulgular ve hasta gruplari arasinda amlamir fark
bulunmamgtir (12). Hanadi Mattit ve ark.’lari homozigot M694V mutasyoolan hastalarda
klinigin daha erken yarda baladigini, artrit ve plorit gorilme oraninin iki kat fazl
oldugunu gosternstir.  Ayni calsmada homozigot M694V mutasyonu olan hastalarda
amiloidozun sik ve daha erkenslada goruldgl saptannstir (90). Askenazi olmayan
Yahudiler, Durziler, Ermeniler ve Irak Yahudilermd/726A mutasyonu sik gortlmektedir.
Amiloidoz siklginin az oldgu bilinen bu etnik gruplarda V726A mutasyonununilaitioz

gorulme sikigini azalttgl distndlmektedir (91).

AAA’'da fenotip-genotip korelasyonunun ataildigl iki calismada herhangi bir
mutasyonun hast@in siddetini ve amiloidoz goérilme silgini etkilemedgi saptanmgtir
(9,92). Turk AAA Calsma Grubu tarafindan da amiloidoz siklile iliskili mutasyon
saptanmangtir (12).

Ermenistan’da yayan Ermenilerde amiloidoz goérilme orani %25 ik&BD’'de
yasayan Ermenilerde amiloidoz gorilme oraninin az simgevresel faktorlerin de rolu

oldugunu dgundurmektedir (78).

Simdiye kadar yapilan c¢amalarin AAA hastalginda fenotip ile genotip gkisini
aciklamaya yetmegi, MEFV geni dginda genetik ve cevresel faktérlerinde etkili gidau

gostermektedir.
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2.1.9. Labaratuvar Bulgulari

AAA hastalginda tani koydurucu bir laboratuar testi yokturniT&linik 6zellikler,
aile oykusu, kdiisin tedavisine yanit ve gier ailesel periyodik agesendromlarinin gdianmasi
ile konulabilmektedir. Atak doneminde akut faz resaitari olan fibrinojen, €eaktif protein
(CRP), SAA, lokosit sayisl, eritrosit sedimentasyon (ESR), seruloplazmin, haptoglobulin
yukselir. AAA hastalarinda ataksiinda da akut faz reaktanlari normalin Ust sinimindég4).
Yapilan ¢algmalar sonucunda subklinik inflamasyonu gdstermedeéyieparametrenin SAA
oldugu disinulmektedir (94) . Akut faz reaktanlari amiloidearliginda daha yuksek

saptanir.

Bazi yayinlarda atakta immunoglobulin dizeyleriaittig gosterilmgtir. Korkmaz ve
ark.’larinin yaptgl calsmada ataklarda ve ataksghda immunoglobulin diizeylerinde farklilik
gozlenmemitir (34). Ataklarda 1l-2, IL-10 ve TNFalfa diizeylerinde agisaptanmstir (93).
IL-6 ise hem atakta hem de atalgidionemde yuksek saptarytm, bunun devam eden
subklinik inflamasyonun gdstergesi olabilgcdisinulmdgtir (95). Atak sirasinda eriyebilir
(soluble) IL-2 reseptor (sIL-2R) dizeylerinin attve sIL-2R’in aktivite kriteri olabilecé

ileri surdimistar (96).

Serozal sivilarda C5a inhibitér aktivitisinde azalngosterilmgtir (97). AAA’de
gorulen artritte sinovyal sivi bulaniktir ancakkozitesi korunmstur. Kiltirde treme olmaz
(98). Atakta peritoneal veya plevral sivi lokosittegengin ve sterildir. Hastalarda atak
doéneminde albumintri ve mikroskopik hemattri gobille (90) ancak proteintri vaginda
amiloidoz akla gelmelidir. Atak doneminden sonrathkarda gaitada gizli kan saptanabilir
(11).

AAA'de spesifik tanisal gorintileme yontemi yoktuAtak sirasinda akger
grafisinde plevral efiizyon, ayakta direk karin griatle hava-sivi seviyeleri gorulebilir. Akut

artritte yumgak dokusisligi ve gecici osteoporoz saptanabilir.

2.1.10. Tani

AAA’'da hastalga spesifik, tani koydurucu bir laboratuvar testiunmamaktadir. Klinik
bulgular, aile dykisu ve laboratuvar testleri kidi dezerlendirilerek tani konulur. Aile
Oykusu varlgl ve etnik koken tanida destekleyici bulgulardan&AA geni 1997 yilinda
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klonlandiktan sonra hastgin molekdler tanisi konmaya glandi ancak kliniksiiphesi olan
hastalarin %5-10 kadarinda bir mutasyon saptanakiatha Bileik heterozigot ya da
homozigot mutasyonu olanlar hasta olarak kabuhssktedir. Bu nedenle molekiiler tetkikler
ve Kklinik birlikte kullaniimaktadir. Genetik tangzellikle klinik taninin sipheli oldgu
durumlarda destekleyicidir vestpheli klinik bulgularin variiinda genetik mutasyon

saptanirsa tani kesigle

Tablo 1 : AAA hastalginda klinik, genetik inceleme, tani ve tedawkisi (4)

Klinik Genetik Tani Tedavi
Kesin ++;+-;-/- Kesin AAA Kolsisin
Supheli +/+ Kesin AAA Kolsisin
+/-;-1- Supheli AAA Takip veya terapotik ¢cgima
Klinik yok ++ Preklinik veya dgtk Klinik ve proteintri takibi
+/- Penetrans. Tayici Tedavi ve takip
-/- AAA(-) Tedavi yok

Hastalar hem atak doneminde hem de ataksiz dongardierek dgerlendirilmelidir.
Hastalikta tipik ve atipik ataklar goralur. Tipikaklarda atgve slik eden karin grisi, g@&us
agrisi ya da artrit gorulebilir. AAA icin patognomdniolan erizipel benzeri eritemin
goruldigu ataklar da gorilebilir. Atipik ataklarda ise kkndaha siliktir. Spesifik tani testi
olmayan ozellikle atipik ataklarla seyreden hastiatani koymak daha gugie Aralikli
gorulen ataklarla seyretmesi, atalsidda hastalarin klinik ve labaratuvar olarak normal

olmasi hastagin tipik 6zelligidir.

Tani koymay! kolaylgtirmak icin ilk kez 1967 yilinda Sohar tarafindamitkriterleri
olusturulmustur. 1998 yilinda Avi Livheh ve ark.’larl tarafindayeni tani kriterleri
gelistirilmi stir. Bu tani kriterlerinin sensitivitesi %96, sjfgesi %98 olarak bildirilmgtir
(99).
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Tablo 2 : Livneh ve ark.’larinin 6nerdi yeni kriterler (99)

Major kriterler:

Tipik ataklar & 3 kez tekrarlayan ayni karakterde, atak suredigii2 saat olmasi ve alie
olmasi, atgin 38 °C ve Uzerinde olmasi)

1. Yaygin peritonit

2. Plorit (tek tarafli) veya perikardit

3. Monoartrit (kalca, diz, ayak biig

4. Yalnizca atg

5. Inkomplet abdominal ataklar

Minor kriterler:

1. inkomplet g@&lis ataklari

2. Inkomplet artrit ataklari

3. Egzersizle ortaya ¢ikan bacakial
4. Kolsisine iyi cevap

Destekleyici Kriterler:

. Ailesinde AAA bulunmasi

. Etnik koken

. Ataklarin 20 yandan 6nce bdamasi

. Atagin ciddi yatak istirahat gerektirmesi

. Ataklarin kendilinden gegmesi

. Ataklar arasi semptom olmamasi

. Gegici inflamasyonu goésteren anormal test ceflékositoz, ESH, fibrinojen, SAA asti)

. Tekrarlayan proteintri ya da hematri

© 00 N o 0o A W N P

. Gereksiz laparotomi veya apendektomi garli
10. Akraba evlilgi

Kesin tani: 1 major kriter veya;

En az 2 mindor kriter veya,;

1 mindr 5 destekleyici kriter veya;

1 min6r ve destekleyici kriterlerden ilk 5’'indertahesinin bulunmasi gerekir.

Tani icin gelstirilmis kriterler icinde en sik kullanilan Tell-Hashhonkeiterleri

olmustur.
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Tablo 3: Tell-Hashomer Kriterleri (100)

Major Kriterler:

1. Peritonit, sinovit veya ploritingkk ettigi tekrarlayan ateataklari
2. Predispoze hastalik olmadan AA tipi amiloidomasi

3. Kolsisin tedavisine iyi yanit

Minor Kriterler:

1. Tekrarlayan ateataklari
2. Erizipel benzeri eritemin vagh

3. Birinci derece akrabalarda AAA 6ykusu

Kesin tani: 2 major veya 1 major +2 minor kriter

Muhtemel tani: 1 maj6ér + 1 minér kriter

Tel Hashomer tani kriterlerinin gocuk hastalardeessz olmasi nedeniyle Yalginkaya
ve Ozen 2009 yilinda yaptiklar gahada ¢ocuk hastalarda belirledikleri yeni kriterTes
Hashomer kriterleri ile kiyaslangtir. 5 kriterden 2’sinin var olmasi durumunda testi

sensitivite ve spesifitenin yuksek ofglubelirtilmistir (100).

Tablo 4: Yalginkaya ve Ozen’in 6nergliyeni AAA tani kriterleri (100)

Kriter Tanimlama
Ates Aksiler >38° C
72 saat boyunca3 atak
Karin grisi 6—72 saat boyunca3 atak
Gogus arisi 6—72 saat boyunca3 atak
Artrit 6—72 saat boyunca3 atak, oligoartrit

Ailede AAA o6ykisu

AAA tanisi klinik bulgular ve molekuler tetkikleraydimiyla konulmaya c¢alimakta
ve taniyi kolaylgtirmak igin tani kriterlerinden yararlaniimaktadir.
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2.1.11. Ayirici tani

AAA'nin birgok sistemi tutmasi nedeniyle ayiricntaini geni bir hastaliklar grubu
olusturur. Ates ve karin grisinin goraldgi ataklar akut apandisit gfa olmak Uzere tim akut
karin nedenleri ile kagabilir. EKlem bulgularinin goruldiii hastalarda juvenil idiopatik artrit,
akut romatizmal atg sistemik lupus eritematozus, poliarteritis nodeeaHSV digunulmesi

gereken hastaliklardir.

Bugiin AAA ile klinik benzerlikler gosteren fea kalitimsal hastaliklarin da olgiu
bilinmektedir. Otoinflamatuar olarak tanimlanan lhastaliklara periyodik agesendromlari
adi verilmektedir. Bu grupta AAA’dan klea hiper-IgD sendromu (HIDS), TNF-reseptoru ile
ili skili periyodik sendrom (TRAPS), Muckle-Wells sendro (MWS), Ailesel sguk Urtikeri
sendromu (FCU), Kronikinfantil Norolojik Kutandz ve Eklem Sendromu (CINCAk
Periyodik Atg, Aftoz Stomatit, Farenijit ve Adenopati (PFAPA) desmu, PAPA sendromu
da (Piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenosuskne) gibi hastaliklar yer almaktadir
(21,50).

TRAPS, TNF-alfa reseptoriini kodlayan gen (TNFRSKInéitasyonu sonucu ggh
(101). Otozomal dominant kalitilir. Tedavisinde tkarsteroid, etanersept, IL—1 blokerleri
kullanilir. TRAPS’da atghaftalarca surebilmektedir (4).

HIDS, otozomal resesif kalitim goOsteren otoinflanaat bir hastaliktir. Mevalonat
kinazi (MVK) kodlayan gende mutasyon sonucu ortenikar (102). Ate, karin &risi, artrit,
cilt dokuntust gorulir. Hastalarda IgD dizeyi ylkse ataklarda idrarda MVA atilimi

yuksek saptanr.

FCU, CIAS1 genin mutasyonu sonucu geli tekrarlayan Urtikeryal dokuintindn
goruldigu hastaliktir.

PFAPA sendromu 1-2 gun slUrensaile birlikte tekrarlayan farenijit, tonsillit vegez
ici Ulserlerin goruldgl otoimmuin bir hastaliktir. Hastalar kisinden fayda gérmezken

kortikosteroidlere dramatik yanit verir (50).
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2.1.12. Tedavi

Ik kez 1972 yilinda Stephen Goldfinger ve Emir Oeke ark.’lar tarafindanse
zamanlh kajisinin AAA ataklarinin 6nlenmesinde etkili bir ilagdugu bildirilmistir (103).
Colchium, cayir safrani olarak bilinir. Karadeniz’'dgzu kiyisinda eski adi Colchis olan

yerde yetjen bitkiden elde ediliilk kez gut hastah icin kullanildg distinulmektedir.

Kolsisinin antiinflamatuar, apoptotik, antimitotik ventdibrotik etkileri oldugu
bilinmektedir (104). Metafazda mikrotubullerin pokerizasyonunu, hicre ici ssiamini,
mitozunu, sitokin salinimini ve kemotaksisini etgrel(105). Polimorf niveli I6kositlerin
sitokin yapimini diizenler. Membran adezyon molekiilblan damar endotel hticrelerindeki
E-selektin, notrofillerdeki L-selektinin salinimimizenleyerek notrofillerin hedef serozal
dokulara bglanmasini engeller (103,104,106). Kisin, antiinflamatuar etkisini monosit ve
notrofil kemotaksisini, ekstraselliler alana kaajmigrasyonunu, mitoz icin gerekli olan

intraselller fibriler yapilarin yerfemini ve motilitesini engelleyerek gosterir (107).

Kolsisin kullanan hastalarda kadinin amiloidoza bg proteintriyi ve bdbrek
fonksiyonlarindaki bozulmayi yaglattigi ve hatta bir miktar gerile@i bildirilmi stir (108).
Israil'de yapilan 11 yillik bir caimada diizenli kalsin alan hastalarin amiloidoz gghi %

2, kokisini dizensiz kullanan ya da hi¢c kullanmayan Hasta 9 yillik takipte amiloidoz
gelisimi %49 olarak bildirilmgtir (109). Kokisin kullanimi ile ataklar 6nlenirken amioidoz
gelisiminin engellendii gosterilmitir. Kolsisin diizensiz kullanimi, dozunun atlanmasi

ataklarin bglamasina neden olabilir.

Karin agrisi ve plevral ataklari olan hastalar #sinden fayda gorirken eklem
bulgularinin tedaviye direncli olgu gosterilmgtir. Akut atak sirasinda kgkin tedavisine ek
olarak NSAI ilaclarda kullanilabilir. Kajisin ve NSATl'lere yanitsiz, inat¢i eklem
tutulumunda eklem ici steroid tedavisi ve sinovigeki denenebilir. Steroidler, AAA
ataklarinda etkisiz olmasi nedeniyle ayirici tanigl da hastaia sekonder geden
vaskdlitlerde kullanilabilir. PAN gelen hastalarda siklofosfamid gibi immun baskilayici
ilaglar kullanilabilir.

Kolsisinin ¢ocuklardaki tedavi dozu 0,5-1 mg/gun’dirakdar kontrol altina alinana
kadar ya ve kiloya gore 1,5 — 2 mg’a kadar arttirilabixl]. Hastalarin yakiask %5-10 gibi
az bir kisminda tedaviye yanit alinamamaktadir.aVg@ yanitsiz hastalardiy Kkolsisin

tedavisi ile atak sikginin azaldg saptanmtir ancak yuksek toksisite riski nedeniyle sadece
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oral alamayan hastalarda 6nerilmektedir (15). Asakl kontrol altina alinamagl direncli
hastalarda IL-1 reseptér antagonisti (anakinea)Lvl monoklonal antikoru (canakinumab)
gibi biyolojik ajanlar da kullanilabilmektedir (110

Kolsisin tedavisine yanitin bireysel farkliliklar, géikeyatkinlik ve ¢cevresel faktorlere
bagli oldugu disunulmektedir. Kdjisinin etkinliginin 3 faktore bglh oldugu
disunulmektedir. Bunlardan ilki tedavi flangicindaki bobrek hastgh diizeyidir. Ikincisi
ila¢ dozudur. Ataklar onlemede kiglk dozlar yetetta da amiloidozu 6nlemede en az
1mg/giin dozda ilag¢ kullanilmahdir. Uglincu faktée itedavi bgangicindaki histopatolojik
bulgulardir (91).

Uzun donem oral keisin tedavisi givenli bir tedavidir, ancak yan &tki mevcuttur.
Kolsisinin en sik yan etkisi 6zellikle doz gienh olan diyare ve karingausidir. Doz arttikga
diyare ve karin grisi sikayeti artar. Daha nadir gorilengdr yan etkiler kanti, sac
dokulmesi, |6kopeni, trombositopeni, noropati, myop karacger toksisitesi, azospermi,
anjionorotik ddemdir. Bu yan etkiler ilag dozu ddalasi veya ila¢ tedavisine ara verilmesi
ile geriler. Diyare ortaya cikhi durumlarda doz azaltimina gidilebiliila¢ dozu diyare
gectikten sonra yagayava arttirildiginda, bu yan etkilerin daha az ortaya @kgoralmistir
(15).

2.2. MikroRNA (miRNA)

ilk kez 1993 yilinda Lee ve arkadan tarafindan Victor Ambros laboratuarinda bir
nematod olan Caenorhabditis elegansta tanimkmtan miRNA’larin insanlardaki  ké
2000’li yillara dayanmaktadir (111)MIiRNA ailesinin ilk kesfedilen Gyeleri,lin-4 ve let-7
olup 2000 yilinda Reinharte ark.’lar tarafindan bulunmgtur (112).2003 yilinda let-7'nin
insanlar dahil olmak Uzere tum turlerde korugmaldugu gosterilmgtir (113). Sonraki
calismalarda lin-4 ve let-7’ye benzeyen kicuk RNA molekullerirgnk cok hucrel
organizmada gosterilgive bunlara miRNA ismi verilngtir (114,115). Bitki, viris ve hayvan
hicrelerinde yakkak 25141 olgun miRNA kgedilmis ve bunlarin da 2154’tGnidn insanlara ait
oldugu gosterilmgtir (116). Uzunluklarn 19-25 nikleotid arasindagiden, tek sarmalli,
endojen kodlama yapmayan miRNA’lar, etkilerini mesger RNA (mRNA) (zerinden
gosteren kucuk endojen RNA kiumeleridir. Hedef gbg#tanarak mRNA’lara hedef genin

disik ©6zgullikte bglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel iigyina neden
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olarak etkilerini gostermektedirler (117). Bu mdiékr gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynarlar, hedef mRNA’lara [ganarak insan genlerinin %30-%90’inin ifadeleriiizdnledgi
tahmin edilmektedir (118,119). Hucre farkihaasi, proliferasyonu, morfogenez,
metabolizma, apoptozis gibi bircok farkli hicresslirecte ve patolojik durumlarda
duzenleyici gorevleri oldgu gosterilmgtir (118). Gen ekspresyonunu transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel seviyede duzenfgdidisintulmektedir (120). MiRNA’lar protein
kodlayan genlerin daha cok intron bolgelerinde alenakla birlikte genler arasi bélgeler ve
eksonlarda da bulunabilirlef.ek bir miRNA'nin birden fazla gen hedefi olabgdigibi bir
MRNA'y1 hedefleyen birden fazla miRNA da bulunabdktedir (121).

2.2.1. MiRNA’larin olusumu

MIiRNA 3 basamaktan okan slemler sonrasindglevsel miRNA'ya dongir (Sekil
5). Ilk iki basamak nikleusta gercefillken 3. basamak sitoplazmada olilk basamakta
genomik DNA'dan, RNA polimeraz Il enzimi ile primer miRNA p(i-miRNA)
transkripsiyonu meydana gelir. Sac tokgesklinde olan pri-miRNA’lar, 500 ile 3000 baz
uzunlyzunda olup5’ cap ve 3’ poli A kuyrga sahiptir ve sap-ilmik yapisindadir (111,122).
ikinci basamakta RNA polimeraz il ailesine mensupandoniikleaz olan Drosha ve cift
zincirli RNA baglama proteini olan DiGeorge Sendromu kritik bolgaig8 kofaktori-Pasha
(DGCR8-DiGeorge syndrome critical region gene 8) krmi islemci kompleks
(Mikroprocessor complex) adi verilen kompleksi splwurlar. Pri-miRNA (primer miRNA)
bu kompleks tarafindan (prekirsér miRNA)'ya dgwiiilir. Pre-miRNA 70 nukleotidden
olusur, sap-ilmiksekilli bir yapiya sahiptir (111,123). Pre-miRNA ne&lili nukleer tama
reseptoril Exportin 5 ve ntkleer protein RAN-GTP sitoplazmaya tanir. Sitoplazmaya
gelindiginde RanGTP, RanGDP’ye hidrolize olarak pre-miRNA’serbest kalmasi ganir
(113). Sitoplazmaya gman ve serbest kalan pre-miRNA'lar yine bir enddiedz olan ve
RNAaz Il enzim ailesinden olan Dicer ile kesilerekiRNA (miRNA dubleksine)
donistaralar. miRNA c¢ift zincirli olup 19-25 nukleotid aunlugundadir (111,124). Bu
MiRNA dubleksinden sadece bir tanesi RNA ile tetiikhg susturma kompleksine katilir.
Dicer’'in bir gorevi de RNA ile tetiklenmi susturma kompleksi (RNA-induced silencing
complex; RISC) olgumunu balatmaktir (125). Bu yapidaki proteinler Argonautgesi
proteinleri olarak bilinirler. Dicer ve bir cift acir RNA baglama proteini olan HIV-1

transaktive edici cevap alturan RNA b&lanma proteini -TRBP (trans activating response
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RNA binding protein) preaniRNA'yI saf-ilmik formunun bittgi bolgelerderkestikten sonra
iki tamamlayici kisa RNA molekili meydana gelir,cak bunlardan sadece biri RIS

kompleksine katilir (113)RISC kompleksinin iginde yer alan bir RNAz olag@natin (ago

etkisiyle bu ikisinden 5' ucu daha kararh olancilge kompleksedahil olur. Bu iplikgik

kilavuz iplikcik (guide strand) olarak adlandirihr (1. Diger iplik¢ik ise, an-kilavuz veya
yolcu iplik¢ik olarak adlandirilir, RISC kompleksmsubstrati olarak sindiri (127).
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Sekil 5 : miRNA’larin biyogenez
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2.2.2. MiRNA’larin fonksiyonlari

MiRNA’lar protein sentezini hedef genlerin ekspresynu azaltarak dizenler. RISC-
MiRNA kompleksi cift ipligin aciimasiyla aktive olur, klavuz iplikhedef mRNA'lara
yonlendirirken, dger iplik degrade olur (128). MiRNA'lar canh tiriee gore miRNA
ailelerine 6zgu olan tohum adi verilen 6-8 nukléiki yiksek korumali bolgeler ilarasinda
esleniklik (komplementerlik) bulunan hedef mRNA’lateglanir (129,130). mRNA 3'UTR
bdlgesi ile miRNA tohum bolgesi arasindakglenikligin seviyesi miRNA'nin hedefi
baskilama derecesini belirler (131MRNA'ya baglanan miRNA-RISC kompleksi genin
protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRINA' yikilmasina sebep olur.
MiRNA'lar araciligi ile mRNA’larin poli-A kuyruklarinin ve 5’cap yalarinin yok edilip
MRNA degradasyonunun tetiklegdibilinmektedir (132). MIRNA, hedef mRNA'nin 3'
ucundaki translasyongstamayan bolgesi (untranslated region-UTR) ya dahatRNA'nin
ORF (open reading frame) bolgesinglaair (133). 3' UTR bolgesine Benma kusurlu, tam
olmayan, eksik komplementetiiicerir ve translasyonun baskilanmasi ile sonuclaBuna
ragmen, ORF bdlgesi icine penma kusursuz, tam komplementgrtjosterir ve Argonaute2
(Ago2) tarafindan mRNA'nin yikimi ile sonuclanir3d). MiRNA'larin her birinin birden
fazla MRNA'nin ekspresyonunu duzenleyelgildie mRNA'larin her birinin de birden fazla
MiRNA tarafindan hedeflenebilglibilinmektedir (135).

2.2.3.inflamasyon ve miRNA'lar

AAA otoinflamatuar bir hastaliktir. AAA etyopatogezinde altta yatan molekiler
mekanizma tam olarak aciklanamamakla birlikte imatdjik olayin rol oynadil distunuldr.
AAA ataklari, notrofilden zengin serozal inflamasye seyreder. IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-
a’'nin atak sirasinda ve ataklar arasinda normglekilen daha yiiksek olgu bulunmuytur.

Kolsisinin bu sitokinleri baskilag@i gosterilmitir.

Ik olarak Lawrie ve ark.’lari plazma ve serum gibiicre icermeyen viicut sivilarinda
MIiRNA varligini gostermgtir (136). Daha sonra fizyolojik durumlarda vesitle hastaliklarda
belirli miRNA tiplerinin dolgimda arttg distinulerek dol@mdaki miRNA’larin tanisal

amach kullaniimasina yonelik cstinalar hiz kazanmngiir. MiRNA’larin hiicre icerisindesiev
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gostermekle birlikte serum, plazma, tikrik, idraranne siti orneklerinde de ekstrasellller
olarak bulunabildikleri gosterilngiir (137,138).

MiRNA'larin kesfedilmesinden sonra bu molekullerin pek c¢ok hakstaliliskisi
saptanmitir. MiRNA’larin hiicre gekimi, homeostaz ve Rsiklik fonksiyonlarinda énemili
rol oynadgl ve kanserden inflamasyona kadar bir¢cok hastallikkili oldugu bilinmektedir.
MiRNA'larin dogal immun yanit ve inflamatuar uyariyl da dizenlétik belirlenmitir
(139). Romatoid artrit (RA), multiple skleroz (MS), sist&rupus eritematoz (SLE) gibi
inflamatuar ve otoimmun hastaliklarin patogenezimdieri oldusu gosterilmgtir ancak
bugline kadar az sayida miRNA spesifik inflamatusstéliklar ve altta yatan mekanizmalari

veya molekuler hedefler ile skilendirilebilmistir.

Yapilan calgmalar sonucunda immuin sistemin birgok htcre tiplarigelsiminde
miRNA'larin dnemli goérevlerinin oldiu gdsterilmgtir. Bunlar, T ve B hiicre ge§imi ve
farklilasmasi, monosit-nétrofil  proliferasyonu, inflamatuamediatorlerin - saliniminin
duzenlenmesidir (139,140)MiR-146, miR-155, miR-223’Un akut inflamatuar yanit

yanitlarinin diizenlenmesinde gorevleri @dugosterilmgtir (140). inflamatuar ve immun
kokenli hastaliklarda rol oyna#libelirlenen miRNA’lar arasinda miR-155, miR-146aR-
203 yer almaktadir.

hsa-mir-16: MiR-16'nin monositler, notrofiller, B hicreleri veD4-CD8 T hicreleri olmak
Uzere inflamasyonda goérevli pek cok hiicre ve dakid yuksek seviyelerde bulurgu
gosterilmitir  (143). Inflamatuar hiicrelerde yiksek mir-16 seviyelerininflamatuar
mediatdrlerin salinimini azalitidistinulmektedir.

hsa-mir-146: Mir-146 geni , 5. ve 10. kromozomlarda bulunur,r-did6a ve mir-146b olmak
Uzere 2 uyesi vardir. MiR-146a monositlefdlegcok mikrobiyal bilgenler (6rngin, LPS ve
peptidoglikan) ve pro-inflamatuar sitokinler (6pme IL-1B ve TNF«) tarafindan uyarilir
(144). Romatoid artritte hastalik aktivite belaitelarak kullanilabilecg bildirilmi stir (145).
MiR-146a proinflamatuar sitokinler ara@iyla dagzal immun yaniti negatif yonde duizenler
(146). IL-6, IL-8, IL-1B and TNFe gibi hedef genlerin ekspresyonunu baskilar (145).
hsa-mir-155:B ve T hiicre farklilgmasini ve proliferasyonunu dtizenler (147). Hemagtko
dizi farkhlasmasi, immunite, inflamasyon gibi biyolojikslevlerin yani sira kanser ve

kardiyovaskuler hastaliklar gibi patolojik sireclerolt oldgu disinulmektedir.
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hsa-mir-181a: MiR-181 ailesi 4 Uyeden ofmaktadir. Farelerde miR-181a ve b’nin 8.
kromozomda c ve d'nin de 2. kromozomda ygife goOsterilmitir (148). miR-181a’nin
timusta T hicre gealiminde rolt oldgu bilinmektedir (149).
hsa-mir-223: Noétrofillerin farklilasmasini arttirir. MiR-223'Gn  miyeloid farklilama ve
fonksiyonunda kritik rol oynadl gosterilmgtir (150). Hematopoetik hcrelerin
proliferasyonunda etkili olmasi nedeniyle I6sendate iliskisi gosterilmitir.
hsa-mir-21: Onkojenik mIRNA olarak bilinen miR-21'in ayni zamda makrofajlara etki
ederek inflamatuar yaniti dizenlgidgosterilmitir. Immun yanitta pro-inflamatuar ve anti-
inflamatuar dengenin ayarlanmasinda rolu giddisuntlmektedir (151).

Calismamizda argirilan diger miRNA’lar miR-124a,miR-125a,miR-132, miR-203,
miR-23b, miR-26a, miR-346, miR-34a, miR-15a, miR-16lup daha Once yapilan gahalar
sirasinda otoinflamatuar hastaliklarlgkisi saptanmy olup literatirde halen bu miRNA’lar

ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgu Secimi

Ege Universitesi Tip Fakultesi Cocuk g8& ve Hastaliklari Genel Pediatri
Poliklinigi, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi CocukgB gl ve Hastaliklari Romatoloji
Poliklinigi ve Dr. Behcet Uz Cocuk $hgi ve Hastaliklari Romatoloji Polikligine bavuran
Livneh ve ark.’larinin modifiye etti, Tell Hashomer kriterlerine gére AAA tanisi alip
izlenen ve genetik olarak homozigot ya dagiidneterozigot mutasyonu saptanan 18 ath
hastalar ile Ege Universitesi Tip Fakultesi CocudglGl ve Hastaliklari Genel Pediatri
poliklinigine baka nedenlerle gelen, AAA hastalklinik bulgularinin olmadil, ailede AAA
hastalgl dykisu olmayan, aktif enfeksiyonu ya da kronikdaglik problemi olmayan sgikli

cocuklar kontrol grubu olarak cgtnaya dabhil edildi.

Mart 2013Subat 2015 tarihleri arasinda kriterlere uyan 5lténae 49 kontrol grubu
calismaya dahil edildi. Cajmaya katilmayi kabul eden olgulara ve ailelerineAAAastalg|
ve calsmamiz hakkinda bilgi verildi. Camanin icergi anlatildi, yapilacakslemler ve olasi
riskler ile ilgili bilgiler iceren bilgilendirilmg onamlari alindi. Hasta, kontrol grubu ve onlarin
aileleri ile gorigulerek bu calma icin hazirlanngi olan standart olgu rapor formlari her bir

hasta icin ayri ayri dolduruldu.

3.1.1. Anket formu:

Olgularin ad-soyad, cinsiyet, hastane protokol masia telefon numarasi, giam
tarihi, tani yal, kolsisin tedavisi alip almagdi, ailede AAA tanili hasta vagi, mutasyon tipi,
klinik sikayetleri, 6rnek aling tarinteki l6kosit sayisi, CRP, serum amiloid edisnentasyon

ve fibrinojen dgerleri kaydedildi.

3.2. Etik Kurul

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Agarmalar Etik Kurulu'nca Klinik

Arastirmalar Hakkinda Yonetmelilyi Klinik Uygulamalari Klavuzu cafima esaslarina gore
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28.03.2015 tarihinde 13-2/16 karar numarasi ilasig@mizin bglamasinda etik acidan
sakinca olmagh karari alinmgtir. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Atama Projeleri Alt
Komisyonu (APAK) tarafinca ¢agimamizin maddi olarak tim giderleri kdandi.

3.3. Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

3.3.1. Kan orneklerinin alinmasi ve saklanmasi

AAA tanisi olan hastalar ve @&l kontrol grubundan vacutainer sistemi ile 6fdan
alinan 4 ml vendz kan ornekleri EDTA igeren tuplatendiktan sonra kullaniimak Gzere -
80°C’de saklandi.

3.4. Orneklerden Total RNAIzolasyonu

-80 °C'de saklanan érnekler ¢cozdiriiliip homojen halerigbkiten sonra cajmaya
baslandi.ilk yapilacak slem olan RNA izolasyonu igin PureLink® RNA Mini Kkullanildi.

10 mg homojen materyallerden total RNA elde edildi.

3.4.1. Total RNAIzolasyonuisleminde Kullanilan Malzemeler

* TRIzol® Reagent

* Kloroform

» 100% etanol

» Mikrosantriftij 12,000 x g kapasiteli)
» 1.5 mL RNaz-free mikrosantrifjj tipleri
* RNaz-free pipetler

* Rotor / stator tip kagtirici

31



3.4.2. Trizol ile Faz Ayirmaislemi

Ilk olarak 750 pL trizol ve 250 pL plazma kamilarak lizat olgturuldu. Bu lizat
nikleoprotein ayrimi icin oda sicakinda trizol ile 10 dk inkibasyona birakildi. Streni
sonunda lizat 200 pL kloroform ile muamele edileBfk saniye alt-tst edildi ve yine oda
sicaklginda 5 dk inkiibasyona birakildi. +4°C’de 14.000 degirde 15 dk santriftij edildi.
Santrifij sonrasinda allta kirmizi fenol- kloroformterfaz faz ve Ustte renksiz ak6z RNA
iceren ~650 pL faz elde edildi. Ustteki RNA iceremksiz faz ayrilidi ve RNase-free tiiplere
alindi. %100 etanol eklenerek etanol konsantrasy6BQ olacaksekilde ayarlandi. Kagim
30-40 sn vortekslendi. Etanol sonrasi partikilswlasi nedeniyle tipler alt-tst edilerek
homojenizasyon gandi. Orneklex700 ulL filtreli tiplere alindi. Filtreli tuplerde-12,000 x
g devirde 15 sn oda sicakinda santrifij edildi, altta kalan atik kisim dddiil Basamak 8-9
ornek eritilinceye ve filtrede tutuluncaya kadakrgglandi. Filtre yeni bir filtreli ependorf
tupe alindi.

3.4.3. Yikamalslemi

Filtre Gzerine 700 Wash Buffer eklenerek yikamngie@mine balandi. >12,000 x g
devirde 15 sn oda sicaginda santriftij edildi. Elde edilen filtre yeni bioplama tipine
alindi. Daha sonra 6ncesinde etanolle aktive egi&@0uL Wash Buffer Il filtrenin ortasina
eklendi ve tekrar12,000 x g devirde 15 sn oda sicaklda santriflj edildi. Bu basamak 4-5
kez tekrarlandiktan sonr&12,000 x g'de 1 dk oda sicakinda filtreli ependorf santrifij
edildi. RNA barindiran filtre yeni bir ependorf &i@lindi. 40uL RNase-Free Water (elution
buffer) filtrenin ortasina eklendikten sonra odaakliginda 1 dk inkibasyona birakildi.
Inkuibasyon sonrasingd.2,000 x g devirde 2 dk oda sicgkhda santrifiij edildi. PureLink™
Mini Kit Spin Cartridge kullanildiislem sonunda ~2L voliim kaybelirken 1QuL pirifiye
RNA elde edildi. Bu érneklerin konsantrasyon vdigafTermo Nanodrop spektrofotometresi
ile degerlendirildi, uygun olmayan oOrnekler icin tekraNR izolasyonu glemi uygulandi.
Elde edilen RNA’lar 6zel RNA saklama kutularina kédu ve -80 °C’'de saklandi. cDNA
elde etmek icin kullanilan RNA’larin yakl&k 10 ng'dan 15 puL cDNA elde edildi.

Konsantrasyonu fazla olan érnekler niikleaz icermaistile su ile seyreltildi.
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3.5. MIRNA ve cDNA eldesi icin RT (Reverse transcptase)

Reaksiyonunun Hazirlanmasi

ik olarak RNA ve kit tiipleri buza yatirildi. Benler kargim haline getirildi.islem
sirasinda olgabilecek olan %10-20 pipetaj kayiplar hesaplanakakisim miktarlar
ayarlandi. Kagim miRNA reaksiyonu hazirlamalémi sirasinda mastermix buzda bekletildi.
Her 15-pL RT reaksiyonu igin,

* 7 UL RT master mix
* 5 pLtotal RNA (1 - 10 ng)
e 3 UL RT primeri-5X kullanildi.

Poliprolen 0.2 mL tUpte bir araya getirilip yaga karstirihp quickspin modunda
santrifilj edildi. PCR amplifikasyonu icin polipraolatpler yerlgtirilerek Thermal cycler abi
veriti modda Tablo 8'deki basamaklarda gatildi. RNA'dan DNA polimeraz ile hedef
cDNA amplifiye etms oldu.

Tablo 6: cDNA eldesi icin PCR kallari

Sure (dk) Sicaklik (°C)
30 16
30 42
5 85
0 4

3.6. Real-Time (Gergek zamanli) PCR (RT-PCR) samasi

RT-PCR glemi icin ¢ift isaretli TagMan® probu kullanildi. Probun 5’ ucu baportor
florokromla, 3’ ucu ise baskilayici bir grup flomoknla karetlendi. Reaksiyon plate’i
hazirlandi. 20 puL’lik hazirlanan TagMan® MiIRNA selionlari, buz icindesiktan saklandi.
Her reverse transkripsiyon reaksiyonu i¢in dort P@Rlikasyonu amaclandi. TagMan® i¢

kontrolleri kullanilarak normalizasyon yapildi.

TagMan MIRNA assay’lerin kuantifikasyonu iki basalkh real-time PCR kullanilarak
yapildi.

33



* Revers transkripsiyon basagnada cDNA spesifik miRNA primerleri kullanilare
TagMan® MIRNA assay'deki (TagMan® MiRNAReverse Transcription Ki
total RNA oOrneklerinden eldedildi.

* PCR basam@anda PCR Urinleri TagMaMiRNA Assay ve TagMan® Univers
PCR Master Mix kullanilarak cDNA’dan amplifiye edil

Fluorophore Quencher

Forward PCR. primer ¢ TagMan
H Probe
— N

Reverse PCR primer

e

v

amplifikasyon

polimerizasyon

PR R ——

—] = - p—
e " =y

. prob yerdegistirmesi,

ayriima
floresan !
— s oo e e v dh
e = ow w = w m gy
. Sonug
floresan
o e—— | ‘
je— . - ?
-
PCR Grinleri Ayriimms Orinler

Sekil 6 : RT-PCR “TagMan probe” yontemi (154)

3.7.Real Time PCR Dgerlendirmesi

Real Time PCR (RPCR) ile genkopya urlUnlerinin dizeylerini sayisal glere
donisturerek olgcebilmektedir. F-PCR’de tepkime ekranda izlenebilmektedir (153)-PCR
“TagMan probe” yonteminde, @altiilmak istenilen DNA'ya komplementer flores
isaretlenmg tek zincirli bir prob kullarlir. Floresan garetli probun 5ucunda “fluorophore
(6-karboksifloresin/ 6AM) ve & ucunda “quencher” (&arboksitetramei-rodamin/
TAMRA) yer alir. 3 uctaki bailayici TAMRA boyasi, 5 uctaki FAM boyasinin sim
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olusturmasini engellemektedir. @altiima sirasinda hedef nikleik asit dizisi Uzeend
primerlerin bg&lanma bdlgeleri arasinda “TaqgMan” problar glamir ve primerlerin
baglanmasiyla yeni zincir olgmaya balar. Probun bgh oldugu bdlgeye gelingiinde Taq
DNA polimeraz enzimi 553’ nikleaz aktivitesi ile FAM’I probdan ayirir. Segbdale gecen
FAM sinyal olwturur (154).

RT-PCR ile elde edilen sonuclarin kantifikasyogin iiki ayri yontem kullanilabilir:
Standart gri yontemi ve kagilastirmali esik deger (ct) yontemi.

Standart gri yonteminde konsantrasyonu bilinen bir RNA'danraréanilarak bir
standart gri olusturulur. Daha sonrakiliemlerde bu gri sonuclar icin referans geri olarak
kabul edilerek hesaplamalar gercakidir.

Kullanilan dger yontem ise karastirmali eik deger (ct) yontemi olup bizim
calismamizda da sonuclar bu yontem ilegeiendirilmistir. Karsilastirmali ct yonteminin bir
diger adi delta-delta ctAACy) yontemidir. Taq polimeraz ile ortaya cikan floressnyal
miktarinin gozlemlenebilmesi icin gereken minimumezeti (eik degerini) gectgi dongu
sayisina (siklussegi) ct (cycle threshold) adi verilmektedir. Kdastirmali ct yonteminde, bir
kontrol 6rngi belirlenerek bu orngn ve duzeyi argirilan diger 6rneklerin ct dgerleri
karsilagtirilir.  Tim ¢t dgerleri normalize edilir (2%%;). Reaksiyona giren tiim
komponentlerin fluoresan emisyonu ile kontrol @inen fluoresan emisyonu arasindaki farka

delta ct adi verilirL(xCT _C C 2 ve dgerlerin hesaplanmasinda temel olarak bu

T hedef T referan
deser dikkate alinir. Cajmamizda da kadastirmali ct yontemi esaslari gailtusunda
karsilastirma ve dgerlendirmeler yapilntir.

3.8. Calsmaya Dahil Edilen miRNA’lar

Calsmamizda 15 miRNA (miR-124a, miR-125a, miR-132, m#Ba, miR-155, miR-
15a, miR-16, miR-181a, miR-203, miR-21, miR-223RA23b, miR-26a, miR-346, miR-34a,
mMiR-124a) incelendi. Kontrol drgeolarak RNU48 kullanildi.

3.9.listatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz bilgisayar ortaminda SPSS @wgr(IBM SPSS Statistics 22.0¢
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/anaysis.php adresi kullanilarak yapildi.

Istatistiksel analizde klaca Student’s t testi, regresyon analizleri, kaigimi (fold change)
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karsilastirmalari kullanildi. Ortalama ct derleri ve standart deviasyonlar k€ (C_  —

. referans) ve ACt degerlerinin standart deviasyonlari hesaplarkii.grup arasinda ortalama

deserlerin kagilastiriimasi icin dncelikli olarak Student t testi yah. AACT deserleri AACT

= ACt test smgi — ACT kaibratsr smgi) bulundu. Student t testinde elde edilen gedkerini
desteklemek ve dwpulamak amaciylaAACT deserleri kullanilarak kat d@simi hesaplandi.
Kat dezisimi karsilastirilan iki farkli grubun ortalama gerlerinin birbirine orani ya da birinci
grubun ortalama log verisi ile ikinci grubun ortala log verisi arasindaki farklarak
tanimlanmakta olup gen ekspresyon dizeylerindelkj agin 2 kat ve Uzeri dikkate alindi.
Degiskenler arasi iliki ise regresyon analizi ile derlendirildi. Tim analizler i¢in p<0,05
deseri anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calsmaya 51 #evi Akdeniz atgi tanili hasta ve 49 ghkli cocuk kontrol grubt

olmak Uzere 100 gondllidlgu dahil edildi

Calsmaya alinan hastalari% 43,1'i erkek (n=22), % 56,9'kiz (n=29 hastaydi
(Sekil 7). Kiz/erkek oranf,2 olarak saptandiKontrol grubundaki olgulari% 40,4 erkek
(n=19), % 59,6 kiz (n=28)1 (Sekil 8). Kontrol grubnda iki olgunundrneklerinden nRNA

calisilamadi.

kiz 59,6 % kiz

m erkek u erkek

Sekil 7-8: Calismaya dahil edilenastalarin ve kontrol grubunimz erkek orani

Hastalarin ygt 15211ay arasinda dgsmekte olup median ya975 ay, ortalama ya
105,9 + 23,96y olarak belirlenc. Kontrol grubundaki olgulariyaslari 23-213 ay arasinda
desismekte olup median yel 20 ay ortalama ya 116,23 + 8,18 ay olardbelirlend.

Tablo 7: Calismaya dahil edilenastalarin ygortalamasi ve tani anindakisyartalamas

OrtalamaxSD
Hasta ya 105,9 £+ 23,96
Tani ygi 80,7 £ 21,23

Hastalarin tani anindaki glarinin otalamasi 80,7 + 21,28yd. 60 ayin altindaki
hastalar tum hastalarin %,6’sin1 (n=9, 61-120 ay aras! hastalar 29,6’sin1 (n=1C, 121
ay Ustl hastalar %2,7 (n=32) ‘sini olgturmaktaydi
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Hastalarin % 39,2’si (n=20) yeni tani olup %60,8(n=31) daha 6nce tani alynve
izlemde olan hastalardi. Aile oykusine balgidda hastalarin % 52,9'unda (n=27) aile
oykusu vardi.

4.1. Genotipik Ozellikleri

Tam hasta gruplari icinde en sik rastlanilan muasWw694V mutasyonuydu.
Homozigot M694V mutasyonu hastalarin % 31,2'sing€l@) ve bilgik heterozigot M694V
mutasyonu ise hastalarin % 41,1’'inde (n=21) saptand

Homozigot E148Q mutasyonu skli% 7,8 (n=4) , heterozigot E148Q mutasyonu
sikligi % 15,5 (n=8) olarak bulundu.

Tablo 8: Calismaya dahil edilen hastalarin mutasyogitimlar

Mutasyon Genotip Hasta sayisi n (%)
M694V 16 (31,2)
Homozigot E148Q 4 (7,8)
R202Q 23,9
M694I 1(2)
V726A 1(2)
M680I 1(2)
M6801+M694V 7 (13,8)
Bilesik heterozigot E148Q+M694V 5(9,5)
M694V/R202Q 7 (13,8)
M680I+V726A 1(2)
E251K/V726A 1(2)
E148Q+K695R 1(2)
M694V/R202Q/E148Q 1(2)
M694V/R202Q/V726A 1(2)
E148Q/E230K/P369S 1(2)
E148Q+R202Q+R761l 1(2)
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4.2. Atak Durumu

Calsmaya alinan hastalar k@din kullanan ve kullanmayan hastalar olarak 2 grub
ayrildi. Daha sonra bu gruplardaki hastalar kegldrinde tekrar atakta olan hastalar ve atakta

olmayan hastalar olarak 2 gruba ayrildi.
Hastalarin %27,5'i (n=14) atakta olup % 72,5'i 873 atak dyi hastalard1.

Kolsisin kullanmayan hastalarin (grup 1) % 19,6’s1 (@)atakta olan hastalar (grup
la), % 29,4’t (n=15) atak dihastalardi (grup 1b).

Kolsisin kullanan hastalarin (grup 2) % 7,8'i (n=4)kd#aolan hastalar (grup 2a), %
43,1'i (n=22) atak d1 hastalardi (grup 2b).

Tablo 9: Kolsisin kullanan hastalar (grup 1), kigin kullanmayan hastalar (grup 2) ve
kolsisin kullanan atakta olan (grup 1a), #sin kullanan atakta olmayan (grup 1b), ssih
kullanmayan atakta olan (grup 2a), #sin kullanmayan atakta olmayan (grup 2b) hastalari

dagilim tablosu

Grup 1(n/%) Grup 2 (n/%) Grup 1
Grup 2

la 1b 2a 2b

Hasta sayisi 10 (19,6) 15 (29,4) 4 (7,8) 22 (43,1) 51(100)

Toplam 25 (49) 26 (51) 51(100)

4.3. Klinik Ozellikler

En sik rastlanan klinik bulgu ateylkseklgi olup hastalarin % 86,3'Unde (n=44)
saptandilkinci siklikta izlenen klinik bulgu karingaisi olup hastalarin % 80,4’linde (n=41)

kaydedildi. Hastalarin % 74,5’'inde (n=38) karigriai ve atg¢ semptomu birliktefi
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mevcuttu.iki hastada sadece atgiikseklii olup diger semptomlar ik etmiyordu. Karin
agrisi ve ate yukseklginden sonra en sik gorilen yakinma kas ve isk&detraine ait olan
eklem gris1 yakinmalariydi. Hastalarin % 49’unda (n=29g&kasrisi sikayeti vardi. Atg ve
eklem grisi hastalarin % 39,2'sinde (n=20) gorilirken lkgssi % 11,8'inde (n=6)
saptandi. Ggilis arisi hastalarin % 9,8'inde (n=5) saptandi. Dokurgé hastalarin %
7,8'inde (n=4) kaydedildi.

Tablo 10: Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6zelliklerirdagilimi ve sikliklari

Klinik 6zellik n (%)
Ates 44 (86,3)
Karin grisi 41 (80,4)
Gogus arisi 5(9,8)
Eklem a&risi 25 (49)
Dokunti 4 (7,8)
Kas arisi 6 (11,8)

4.4. Laboratuvar Bulgularinin Analizi

Hastalarin I6kosit sayisi (WBC), ESR, CRP, SAA iwmihojen degerleri analiz edildi.
Hastalarin ortalama der olarak WBC 7936 + 408,27nin?, ESR 25,6 + 5,6 mm/s, CRP97 +
0,86 mg/dl, SAA94,5+ 68,3 mg/L, fibrinojen duzeyi 360,9 + 27,7 mgddhrak saptandi.

Atak doneminde olan hastalarin (grup 1) ortalamged®larak WBC 8823,3 + 856,3/
mm®, ESR 34,6+ 10,1mm/s, CR®8 + 1,8 mg/dl, SAA492,3+ 152,8 mgl/L, fibrinojen diizeyi
421,3+ 55,3 mg/dl saptandi.
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Atak doénemi dyinda olan hastalarin (grup 2) ortalamgeteolarak WBC 7555,7 + 414,8 /
mn?, ESR 21,7 + 6,5 mm/s, CRP84 + 0,35 mg/dl, SAA29 + 12,4 mgl/L, fibrinojen diizeyi 335
+ 29 mg/dl saptandi.

Tablo 11: Calismaya dahil edilen hastalarin laboratuar bulgularamalizi

Parametre Ortalama Minimum Maksimum
Lokosit sayisi (mm3) 7936 + 408,27 4100 22000
CRP (mg/dl) 2,97 +0,86 0 182,5
ESR (mm/saat) 25,6 +5,6 2 80
SAA (mg/L) 194,5 + 68,3 3,2 1620
Fibrinojen 360,9 + 27,7 209 491

Tablo 12: Calsmaya dahil edilen atak dénemindeki hastalarin (gtyipve atak dénemi
disindaki hastalarin (grup 2) laboratuar bulgularemalizi

Parametre Grup 1 Grup 2

Lokosit sayisi (mm3) 8823,3 + 856,3 7555,7 +414,8
CRP (mg/dl) 6,8+1,8 0,84 +0,35
ESR (mm/saat) 34,6+ 10,1 21,7+6,5

SAA (mg/L) 492,3 +152,8 29+124
Fibrinojen 360,9 + 27,7 335+29
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4.5. Tedavi

Hastalarin % 51'i (n=26) keisin tedavisi kullanmakta olup % 49'u (n=25) &isin
tedavisi 6ncesi ¢aimaya alinan hastalardi. 51 hastadan hicbirindgidioltedavisine direng

gorulmedi.

4.6. Ailevi Akdeniz Atesi Hastalari ve Kontrol Grubu MIRNA

Sonuclari

AAA tanili 51 hasta ile 47 gakli kontrol grubunda 15 miRNA ve 1 miRNA kontrol
(RNU48) calgildi. Calsmada hsa-mir-125a, hsa-mir-132, hsa-mir-146a, hsa58, hsa-
mir-15a, hsa-mir-16, hsa-mir-181a, hsa-mir-203;nmge21, hsa-mir-223, hsa-mir-23b, hsa-
mir-26a, hsa-mir-346, hsa-mir-34a, mir-124a inudgile

Hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-125anhsd-32, hsa-mir-146a, hsa-mir-
155, hsa-mir-15a, hsa-mir-16, hsa-mir-181a, hs&2finihsa-mir-223, hsa-mir-26a, hsa-mir-
34a deltadelta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksi&drak anlamh fark
saptandi (p=0,01, p=0, p<0,01, p=0,02, p=0, p<(eD,01, p<0,01, p=0,01, p<0,01, p<0,01
sirasiyla). Dier 4 miRNA bakimindan iki grup arasinda anlamlk famlunmadi (p>0.05).

Tablo 13: Hasta grup ve kontrol grubu arasinda ekspresyaaydiiarkli bulunan miRNA’lar

hsa-mir-125a hsa-rh82
hsa-mir-146a hsa-rh&5
hsa-mir-15a hsa-1h6
hsa-mir-181a hsa-+21ir
hsa-mir-223 hsa+p6a
hsa-mir-34a
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AAA’ll hasta 6rneklerinde hsa-mir-125a ctgegeleri 28,54 ile 31,97, hsa-mir-132 ct
deserleri 30,46 ile 34,07, hsa-mir-146a cigdderi 30,87 ile 33,55, hsa-mir-155 ctgdderi
30,52 ile 33,00, hsa-mir-15a ctgdeleri 27,78 ile 30,79, hsa-mir-16 ctgaeleri 21,32 ile
24,64, hsa-mir-181a ct gerleri 27,39 ile 30,08, hsa-mir-21 ctggeleri 32,08 ile 36,56, hsa-
mir-223 ct deerleri 24,36 ile 27,56, hsa-mir-26a ctgdderi 26,03 ile 28,51, hsa-mir-34a ct
deserleri 29,07 ile 36,83 arasindagigmekteydi.

Tablo 14: AAA hasta grubu minimum ve maksimum miRNA cigdderi

Minimum ct Maksimum ct
hsa-mir-125a 28,54 31,97
hsa-mir-132 30,46 34,07
hsa-mir-146a 30,87 33,55
hsa-mir-155 30,52 33,00
hsa-mir-15a 27,78 30,79
hsa-mir-16 21,32 24,64
hsa-mir-181a 27,39 30,08
hsa-mir-21 32,08 36,56
hsa-mir-223 24,36 27,56
hsa-mir-26a 26,03 28,51
hsa-mir-34a 29,07 36,83
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Tablo 15: Kontrol grubu (Grup 1) ve hastalarin (Grup 2) miREkspresyon deerleri

Ortalama Ct Ortalama Delta Ct Delta delta CT
Kat
MiRNA Grupl Grup2 Grupl Grup 2 Grup 1 Grup 2 p degeri  Degisimi
RNU48 24,86 26,68 0 0 1 1 0 1
MIR-125a 27,58 30,55 2,72 3,88 0,151394 0,068097 0,011118 0,45
MIR-132 28,75 31,95 3,89 5,28 0,067432 0,02579 0 0,38
MIR-146a 28,05 32,29 3,19 5,61 0,10943 0,020419 0,003955 0,19
MIR-155 27,96 31,68 3,10 5,00 0,116509 0,031148 0,021841 0,27
MIR-15a 25,8 29,29 0,94 2,62 0,521002 0,162978 0 0,31
MIR-16 18,11 22,74 -6,75 -3,94 107,698255 15,339884 0,003588 0,14
MIR-181a 25,69 29,03 0,83 2,35 0,561783 0,196066 0,002417 0,35
MIR-203 33,99 34,92 9,132 8,25 0,001782 0,00329  0,314662 1,85
MIR-21 31,42 34,53 6,56 7,86 0,010584 0,004308 0,000001 0,41
MIR-223 22,13 25,83 -2,73 -0,84 6,6326 1,794435 0,015489 0,27
MIR-23b 32,53 34,12 7,67 7,45 0,004909 0,005728 0,076824 1,17
MIR-26a 22,94 27,4 -1,91 0,72 3,769192 0,60685  0,004307 0,16
MIR-346 32,07 33,22 7,21 6,54 0,006757 0,010751 0,152231 1,59
MIR-34a 30,22 33,95 5,364043 7,273137 0,024281 0,006465  0,00481 0,27
MIR-124a 26,86 28,28 2,00 1,60 0,249853 0,329832 0,306507 1,32

Kolsisin kullanan hastalar ve kullanmayan hastalasilatirildiginda hsa-mir-132,
hsa-mir-15a, hsa-mir-181a, hsa-mir-23b, hsa-mird&ba delta ct deerleri bakimindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamh farktaagn (p<0,01, p=0,01, p<0,01, p<0,01,
p<0,01 sirasiyla). Keisin tedavisi kullanmayanlara goére kisin tedavisi kullanan hastalarda

MIiRNA expresyonlari yiksek saptandi.

Tablo 16: Kolsisin kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda reksspn dizeyi farkli

bulunan miRNA'lar

hsa-mir-132
hsa-mir-15a
hsa-mir-181a
hsa-mir-23b

hsa-mir-26a
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Kolsisin kullanan hastalarin ortalama ctgdderi hsa-mir-132 31,7, hsa-mir-15a
29,03, hsa-mir-181a 28,74, hsa-mir-23b 33,89, hs&6a 27,16 saptandi.

Kolsisin kullanmayan hastalarin ortalama cgeideri hsa-mir-132 32,21, hsa-mir-15a
29,57, hsa-mir-181a 29,33, hsa-mir-23b 34,37, hs&6a 27,65 saptandi.

Tablo 17: Kolsisin tedavisi kullanan (Grup 1) ve kullanmayan (&2) miRNA expresyon
deserleri

Ortalama Ct Ortalama Delta Ct Deltadelta CT

Kat
MiRNA Grupl Grup2 Grup 1 Grup 2 Grup 1 Grup 2 p degeri  Degisimi
MIR-132 31,7 32,21  4,756538 5,8184 0,036995 0,017721 0,000305 2,09
MIR-15a 29,03 29,57 2,084231 3,1716 0,235822 0,110982 0,013185 2,12
MIR-181a 28,74 29,33  1,791538 2,932  0,288864 0,131033 0,001697 2,20
MIR-23b 33,89 34,37  6,944615 7,9708 0,008118 0,003986 0,002195 2,04

MIR-26a 27,16 27,65  0,211538 1,25 0,863616 0,420448 0,002465 2,05

Kolsisin kullanan hastalar yauyumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda hsa-mir-
132, hsa-mir-15a, hsa-mir-21, hsa-mir-26a, hsa3dardeltadelta ct dgerleri bakimindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fadptand! (p<0,01, p<0,01, p<0,01, p=0,04,
p<0,01 sirasiyla). Keisin kullanan hastalarda ekspresyon dizeylerinalcaz saptandi.

Tablo 18: Kolsisin kullanan hastalar ve kontrol grubu arasindapedsyon dizeyi farkl

bulunan miRNA'lar

hsa-mir-132
hsa-mir-15a
hsa-mir-21

hsa-mir-26a
hsa-mir-34a
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Kolsisin kullanmayan hastalar yarlyumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda hsa-
mir-132, hsa-mir-15a, hsa-mir-16, hsa-mir-181la,-nmse21, hsa-mir-26a deltaelta ct
deserleri bakimindan iki grup arasinda istatistiks&rak anlamli fark saptandi (p<0,01,
p<0,01, p=0,04, p=0,02, p<0,01, p=0,03 sirasiyldplsisin kullanmayan hastalarda

ekspresyon dizeylerinin azgtdsaptandi.

Tablo 19: Kolsisin kullanmayan hastalar ve kontrol grubu arasiekispresyon dizeyi farkli
bulunan miRNA'lar

hsa-mir-132

hsa-mir-15a
hsa-mir-16

hsa-mir-181a
hsa-mir-21

hsa-mir-26a

Ataktaki hastalar yauyumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda hsa-mir-132, hsa-
mir-15a, hsa-mir-21, hsa-mir-34a dellalta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0,p%0,01, p=0,01, p<0,01 sirasiyla). Atakta

olan hastalarda ekspresyon dizeylerinin agakhptandi.

Tablo 20: Ataktaki hastalar ve kontrol grubu arasinda ekspye dizeyi farkli bulunan
MiRNA’lar

hsa-mir-132
hsa-mir-34a
hsa-mir-15a

hsa-mir-21

Atak dsindaki hastalar yauyumlu kontrol grubu ile karastirildiginda hsa-mir-125a,
hsa-mir-132, hsa-mir-146a, hsa-mir-155, hsa-mir-isa-mir-16, hsa-mir-181a, hsa-mir-21,
hsa-mir-223, hsa-mir-26a deltielta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p=0,03, p<0,01, p%0,p=0,04, p<0,01, p=0,01, p<0,01,
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p<0,01, p=0,04, p=0,01 sirasiyla). Ataktssidolan hastalarda ekspresyon duzeylerinin
azaldgl saptandi.

Tablo 21: Atak dsiI hastalar ve kontrol grubu arasinda ekspresyoreydifarkli bulunan
MiRNA'lar

hsa-mir-132 hsa-mir-146a
hsa-mir-15a hsa-mir-16
hsa-mir-181a hsa-mir-21
hsa-mir-223 hsa-mir-26a
hsa-mir-155 hsa-mir-125a

Hastalar ya grubuna gore uce ayrildi. 60 ayin altindaki hastéyjrupl), 61-120 ay
arasindaki hastalar (grup 2), 121 ayin Uzerindelstdlar (grup 3keklinde gruplandiriidi.
Hastalarin % 17,6’s1 (n=9) 60 ayin altinda, % 19,6=10) 61-120 ay arasl, % 62,7’'si (n=32)
121 ay st hastalardi. Ug grup ayri ayrg vgumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda 60
ayin altindaki hastalar ile kontrol grubu araside#ta delta ct deerleri bakimindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptahn(@>0.05). 61-120 ay arasl hastalar ve
kontrol grubu kagilastirildiginda hsa-mir-146a, hsa-mir-155, hsa-mir-16, hs&26ar hsa-mir-
34a delta delta ct d@erleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksé&rak anlamh fark
saptandi (p=0,01, p=0,03, p=0,02, p=0,03, p=0,fdsia ). 121 ay ustl hastalar ve kontrol
grubu kagilastinldiginda hsa-mir-125a, hsa-mir-132, hsa-mir-146a, hsdsb, hsa-mir-15a,
hsa-mir-16, hsa-mir-181a, hsa-mir-21, hsa-mir-2&3-mir-26a, hsa-mir-34a delta delta ct
degerleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksiarak anlamh fark saptandi (p<0,02, p=0,
p<0,02, p=0,01, p<0,02, p<0,02, p<0,02, p=0, pE0&0,02, p=0,02 sirasiyla).

Atakta olan hastalar ve cgiinaya alindil sirada atakta olmayan hastalar kendi
aralarinda karlastirildiginda delta delta ct gerleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Hastalartasyonlarina goére gruplandirilarak
karsilastirildinda delta delta ct g@erleri bakimindan gruplar arasinda istatistikselradt
anlamh fark saptanmadi (p>0.05). Hastalar I16kasitoRP yuksekfii, SAA yukseklgi olup
olmamasi acisindan kaastirnldi, delta delta ct dgerleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkhlik gosteren R saptanmadi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Calsmamizda daha o6nce inflamatuar hastaliklarda inogkernolan ve ilgkisi
gosterilen 15 miRNA'nin 51 AAA hast&l tanisi klinik ve molekiler olarak kanitlargni
hasta ve 47 ghakh gondllide ekspresyon dizeyleri stralmistir. Hastalar ile sgikh
gonulluleri kasilastirdigimizda cakilan miRNA’lardan 11'inin ekspresyon duzeylerinin
hasta grubunda anlamli olarak azgidsaptandi. Ote yandan hastalari kendi aralarinda
inceledgimizde kokisin kullanan ve kullanmayan hastalarin miRNA eksgon dizeylerine
bakildginda kofisin kullanan grupta hsa-mir-132, hsa-mir-15a, ihgal8la, hsa-mir-26a,
hsa-mir-23b ekspresyon duzeylerinin istatistikskdrak anlaml dizeyde artgnioldugu

saptandi.

MiRNA'lar etkilerini messenger RNA (mRNA) (zerindergdsteren RNA
molekdlleridir.  Bu molekdllerin gen ifadesinin diidenmesinde epigenetik olarak rol
oynadiklari ortaya konmgtur. Uzerinde cagmalarin devam efti bu molekdllerin birgok
hastalikla ilgkili olabilecegi bildirilmistir  (155). MiRNA’larin immin  yanitin
duzenlenmesindeki roli ilk kez 2004 yilinda yapilamR-181a ve miR-223'Un immin
hicrelerde expresyonunun gosterilmesi ile @lda ve bunu takip eden sirectenmin
hicrelerin aktivasyonu, olguni@asi, proliferasyonu ve farkldmasinda gorevli olduklar
gOsterildi (156).

Anlamh dizeyde dasikligi saptanan miRNA’lardan en dikkat ¢ekenlerinden bir
miR-155'dir. MiR-155’in dogal ve adaptif immin yanitta dnemli goérevleri gldudaha
onceki calgmalarda kanitlanmgtir. T ve B hiicre cevabinin dizenlenmesinde akdif r
oynamaktadir. Hicre ve uyar tipine gore inflamasydarkl yolaklar Gzerinden etkileyerek
inflamatuar yanitin artmasina ya da baskilanmaghactgi bilinmektedir. Makrofaj uyarisi
ile induklenen ve makrofaj fonksiyonlari Gzerindeeinli etkiye sahip oldiu anlgilan miR-
155’in fonksiyonlarinin aydinlatilmasi amaciyla yap calsmalar halen devam etmektedir
(157,158). MiR-155’in B hucre lenfoma (Bcl) 6 ekspyonunu azalgl, proinflamatuar NF-
kB sinyalini zayiflatan bitranskripsiyon faktorti oldiu ve farelerde bu yolla ateroskleroza
sebep oldgu gosterilmgtir (159). Monosit tlrevi olan dendritik hiicrelerd&F-aktif kinaz
1 baglayici protein 2'yi hedefleyereKLR/IL-1 inflamatuar yolunun downregulasyonuna yol
actgl bildirilmistir (160). Stanczyk ve ark.’larinin yag calsmada, RA’'ll hastalarin
sinovyal fibroblastlarinda miR-155'in  artgni ekspresyonunun  MMP-1  (Matris

metaloproteinaz-1) ve MMP-3 metalloproteinazlataskiladg bunun da TLR ligandlarin
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aktivasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerin sahmin artmasina neden ofglu
gOsterilmitir (161). Wang ve ark.’lari 30 sistemik lupus eritematozusHpBve 25 RA'li
hastada yapll calsmada miR-155'in SLE ve RA’ll hastalardagBll kontrol grubuna gore
ekspresyonunun azafgini saptanmglardir (162). Lashine ve ark.’lan yaptiklar gahada,
miR-155'in protein fosfataz 2A (PP2A)'y1 duzenlegkrIL-2 salinimini arttirggini ve SLE
patogenezinde roliu olgunu 6ne surmglerdir (163). SLE ve AAA hastalarinda, miR-155
ekspresyonunun azafg Juvenil idiopatik artrit ((A) hastalarinda ise ekspresyonunun grtti
gosterilmitir (163). Calgmamizda ise daha oOnceki eatalara benzersekilde AAA
hastalarinda ghkli kontrol grubuna gére miR-155 ekspresyon diiziy anlamli olarak
azaldgl saptandi. Literatirde miR-155 ile ilgili olarakntanflamatuar etkileri oldgunu
goOsteren ¢agmalarin yaninda proinflamatuar etkilerinin ofdiu gosteren ¢ainalar da yer
almaktadir.inflamasyonu farkl yolaklardan etkilgglive bu nedenle etkisini gostegdiyola
gore antiinflamatuar veya proinflamatuar 06zgllioldugu gosterilmgtir. miR-155’in
otoinflamatuar hastaliklardaki fonksiyonlari hentem olarak ortaya konamagtr ve
fonksiyonlarinin anlglmasi igin daha fazla sayida gahaya ihtiya¢c duyulmaktadir.

MiR-146a'nin immun yanitla igkisini gosteren ilk cajma Taganov ve ark.
tarafindan yapilngi ve dgal immin yanitta dnemli gorevleri olgu gosterilmgtir (144).
Ahmad ve ark.’lar tarafindan miR-146a’'nifRAF6 (TNF reseptor-igantil faktor 6) ve
IRAKZL'I (IL-1 reseptor ile iliskili kinaz 1) downregule ederek inflamasyonun rigga
dizenleyicisi oldgu bildirilmistir (164). Pauley ve ark.’lar yaptiklari gahada 16 RA, 1
SLE, 2 sjogren sendromu, 1 sistemik skleroz has®@a® s&likli kontrol grubu cakmaya
dahil edilmgtir. Bu calsmadamiR-146a, miR-155, miR-132, miR-16, and miRNA let-7
ekspresyon duzeyi incelergnive miR-146a, miR-155, miR-132, miR-16 ekspresyon
duzeylerinin RA’ll hastalarin periferik kan monoiér hiicrelerinde gakl gruba ve dger
hastalara gore arg bildiriimstir. MiR-146a'nin TRAF6 ve IRAK-1 UzerindenTNF-o'yi
duzenleyerek hastalik patogenezini etkigedine surilmgttr (145). Li ve ark.’lari yapngl
olduklari santral sinir sistemi bijenlerindeki miRNA'nin  dgismis ekspresyonunun
osteoartritte  kronik diz eklemgasi ile ba&lantih olup olmadgini inceledikleri fareler
Uzerinde yapilan c¢aimalarinda, miR-146a ekspresyonunun azalmasinin inflamatuar
sitokinlerin artgina neden oldgu gosterilmgtir. MiR-146a’nin  osteoartritte koruyucu
antiinflamatuar etkilerinin oldgu ileri sordlmigtur (165). Tang ve ark.’larr SLE
patogenezinde miR-146a’nin rolunt inceledikleridifer calgmada miR-146a’nin tip 1 IFN

yolunun negatif regulatori olgu, dagzal immin yaniti da busekilde negatif yonde
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duzenledsi bildirilmistir (136). Wang ve ark.lari 40 SLE hastasi ve 3@likh kontrol
grubunu inceledikleri ¢cajmalarinda, SLE hastalarinin serumlarinda miR-15%niR-146a
expresyonunun, gakl kontrol grubuna gore azakglni rapor etmilerdir (166). Niimoto ve
ark.’lan RA’ll hastalarin periferik kan mononukiehticrelerinde ve sinovyumlarinda IL-17
Ureten T hicrelerde miR-146a ekspresyonunun gargaptanny, miR-146a’'nin IL-17
ekspresyonu ile gkili olarak RA patogenezinde rolt olabilggéne surilmgttr (167). Gu
ve ark.larinin yaptiklari bir ska calsmada isemiR-146a’nin intervertebral diskte ILB1
iliskili inflamasyonu baskilag saptannytir (168). Calmamizda sgikh gondlltlerle
kassilastirildiginda AAA’ll hasta grubunda miR-146a ekspresyonuazaidgl saptandi. MiR-
146a’'ninekspresyonunun azalmasi ile 1B-lliskili inflamasyon tzerindeki negatif regulator
etkisinin ortadan kalkmasi sonucu inflamasyonuikleztdigi hipotezini destekleyen bulgular

calismamizla elde edilngiir ancak fonksiyonel caimalarla giclendirilmelidir.

MiR-223'Un notrofillerdeki NLRP3'Un dizenlenmesindiemli gorevleri oldgu
disinulmektedir (169). MiR-223'Un IL-6 tarafindan domggilasyonunun, IL{1 ve IL-6
dretimini destekledi bildirilmistir (170). Makrofaj diferansiasyonunda miR-223 Ryii5a
ve miR-16 ile birlikte NF<B sinyal yolunun downregilasyonunda roli @dwgdsterilmgtir.

Bu miRNA’larin etkilerini NF-xB kinaz a inhibitori (IKKy) Uzerinden gercekgardigi
bulunmutur (171). Mir-223’Gn azalngl ekspresyonunun proinflamatuar sitokin yanitini
arttirdgr  kanitlanmg olup calgmamizda da AAA’'ll hastalarda @&l gruba gore
ekspresyonunun azafglisaptanmgtir ancak ¢caimamiz daha 6nce yapilan RA’'lI hastalarin
periferik T hicrelerinde ve sinovyumlarinda miR-2EB artmg expresyonunu gosteren
calismalarla cegmektedir (172,173). Bu farklgin nedeni olarak miR-223’Gin RA ve AAA'yI
farkll yolaklar tizerinden dizenlemesinden kaynadigardUstnulebilir.

MiR-15a ve miR-16’nin ekspresyonunun azalmasi sorNE«B sinyali tzerindeki
downregilatér etkisinin ortadan kaltive AAA’ll hastalarda inflamasyona neden gidu
hipotezinden yola c¢ikarak c¢ginamizda AAA hasta grubu ve @l gonulltilerde her iki
MIiIRNA'nin ekspresyon duzeyi incelegthde miR15a ve miR-16'nin ekspresyonunun
azaldgl gosterilerek bu hipotez desteklenroldu. Pauley ve ark.’lari yaptiklar gahada ise
miR16’'nin RA’ll hastalarin mononukleer hicrelegndkspresyonunun el gondllilere
gore arttgl, miR-146a ve miR-16'nin hastalik aktivite gostsgold@gu gosterilmgtir (145).
Murata ve ark.’larinin 40 RA, 30 OA ve 30gs&l gondlll ile yaptiklari cahmadamiR-16,
miR-132, miR-146a, miR-155 and miR-223 incelepwe miR-16, miR-146a, miR-155 ve
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miR-223'Un RA hastalik patogenezi ile skili oldugu gosterilmg ve miR-16'nin ayni

zamanda RA’da hastalik aktivite gostergesi gldbildirmistir (173).

Calsmamizda kalisin  kullanan hastalarla kgéin  kullanmayan hastalar
kassilastirildiginda miR-15a’'nin ekspresyonunun, ¢isin kullanmayanlara gore kullanan
grupta arttg gosterildi. AAA hastalginin tedavisinde kullanilan temel ila¢ olaolgisinin
antiinflamatuar, apoptotik, antimitotik, ve antifdtik etkileri oldusu bilinmektedir.Kolsisin
kullanan hastalarda inflamasyonun baskilgnge bu nedenle miR-15a’nin ekspresyonunun

arttigi distnalebilir.

MiR-125a, daha cok T hucrelerde eksprese @idgosterilmg bir miRNA'dIr.
Kruppel benzeri faktor 13 (KLF13) ve tumor nekrazkaynakli protein 3'Gin (TNFAIP3)
negatif regulatori olup inflamatuar kemokRANTES'in salgilanmasini inhibe eitive NF-
kB yolunu destekledi gosterilmitir (174,175). Wang ve ark.’larinin yaptiklari gahada ise
miR-125a’'nin ekspresyonunun SLE’li hastalarda dagite oldgu gdsterilmgtir (162).
Benzersekilde Zhao ve ark., SLE’li hastalardazBkli gruba gére miR-125a ekspresyonunun
azaldgini saptanmglardir. Lupus T hicrelerinde miR-125a’nin azalrekspresyonu KLF13
tzerindeki inhibitdr etkinin azalmasina ve inflaoeat kemokin olan RANTES’in artmasina
yol actgi bildirilmistir (175). Calsmamizda daha dnce SLE hastalarindaki sonuclareklest
sekilde AAA hastalarinda miR-125a ekspresyonunugiiida kontrol grubuna gore azalglh

saptandi.

PDCD4 (programlanmgihiicre 6lumu proteini 4), IL-10’u suprese eden, #ifFyolunu
destekleyen proinflamatuar bir proteinditiR-21’in, PDCD4’l baskilayarak IL-10 Uretimini
arttirdgl, NF«B aktivasyonunu engellegli bilinmektedir (176). TLR Toll-like reseptor)
aracilglyla miR-21 ekspresyonunun artmasi durumunda negatifibiek yoluyla i
inflamatuar  sitokin  Uretimi  6nlenmektedir. Gahamizda sg@likh  kontrollerle
karsilastirildiginda AAA hastalarinda miR-21 ekspresyonunun agalgaptandi. Yukarida
bildirilen mekanizma ile miR-21'in ekspresyonunuzaknas!i durumunda inhibisyonun
ortadan kalkaga icin inflamasyonun olgmasina neden olabilegie disunuldi. Ancak
Meisgen ve ark.’lari yaptiklari caimada T hicrelerinde miR-21 inhibisyonunun apoptozis
artmasina neden oldu artmg ekspresyonunun psdriazisli hastalardaki inflamadgo
sorumlu olabilecg bildirilmistir (177). Daha 6nce yapilan gahalarda RA ve SLEli
hastalarda miR-21 ekspresyon dizeyinin @ritn gosterilmesi (178-180), bu ekspresyon
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fakhliginin  bildirilen  hasta gruplarinda etkigiinin ~ farkli  yolaklar  Gzerinden

gerceklgamesinden kaynaklanabilegedUstinulmektedir.

Immun hiicrelerin gafiminde rol oynadi gosterilen ilk miRNA'lardan biri miR-
18la’'dir MiR-181a ekspresyonunun B hicresinmmo-B hicresinden pre-B hicresine
gelisimini engelledgi gosterilmitir (156). B ve T hiicrelerinin farklilgmasi, olgunlgmasi ve
fonksiyonunu duzenlegh bilinmektedir. Lashine ve ark.larinin pediatrik SLE hastalarinda
yaptiklari calgmada hasta grupta miR-181a ekspresyonunun graydsterilmgtir ancak
AAA hastalarinda ise kontrol grubu ile aralarindakf saptanmargtir (181). Okuhara ve
ark.’larinin osteartritli hastalarda yafti calsmada ise OA’ll hastalarin monontkleer
hicrelerinde s#ikli kontrol grubuna gore ekspresyonunun grttgosterilmgtir (182).
Calsmamizda miR-181a'’nin AAA hastalarindagkldi kontrol grubuna goére azalgini,
kolsisin  kullanan hastalarla kullanmayan hastalar sikagtirildiginda ise kalisin
kullananlarda ekspresyonunun anttsaptandi. MiR-181a ekspresyonunun inflamasyonun
siddetiyle negatif korelasyon gostegdidustintlmekle birlikte bunu hangi yolak tzerinden
gerceklatirdigi bilinmemektedir.

MiR-34 miyeloid hiicre Uzerindeki reseptdr dizenleyici pnotalfa ile bir zar
glikoproteini olan ve makrofaj inhibisyonunda gdiealan CD47'yi hedeflerek etkisini
gOsterir (183). Pro-B hucreden pre-B hiucresgrini engelleyerek mattr B hiicre glumunu
azaltmaktadir (184). Gandhi ve ark.’larinin ile @kifi ve ark.'larinin yaptiklari ¢gmalarda
miR-34a’'nin multiple skleroz aktif lezyonlarindaragile oldgu gosterilmgtir (183,185).
Niederer ve ark.larinin yaptiklari cginada ise RA ve OA’li hastalarin sinovyumlarinda
sazlikli gondllilere gore downregtle oldu bildiriimistir (186). Calsmamizda ise ghkl
kontrollerle kagilastirildiginda hastalarda miR-34a ekspresyonunun gaadptandi.

MiR-132'nin, Jagoo ve ark.larinin yaptiklari gahada TLR4-NkB-TNF-o/IL1B
sinyal yollanyla ilskili olarak antiinflamatuar etkisinin olgw ve streptokokkus pneumonia
spp. menenjitinde miR-146a ile birlikte ekspresyhizeylerinin azalgn saptanmgtir (187).
Murata ve ark.’larn RA ve OA’ll hastalarin plazmatala sglikli grupla kagilastirildiginda
miR-132 ekspresyonunun azgohi gostermitir (173). Bir bagka calgmada ise RA’li
hastalarin mononukleer hicrelerinde miR-132 ekgprasun art@l gosterilmitir (145).
Calismamizda miR-132 ekspresyon dizeyinin hasta grug@di saptandi. AAA'L
hastalarda kaisinin inflamasyonu baskilagh disunulmekle birlikte ataklari da azafti
bilinmektedir. Hastalar kendi iginde kdsstirildiginda ise kdafisin kullanan hastalarda
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kullanmayanlara gore ekspresyon dizeyinin @rtiaptandi. Caimamizda miR-132'nin
antiinflamatuar bir miRNA oldgu hipotezini destekleyen sonuclar elde edilmekidikie
mekanizmasini aydinlatmak i¢in gahalara inhtiyag vardir.

MiR-26a’nin IL-6 iliskili miIRNA oldugu daha énceki ¢cagimalarda gosterilngtir. IL-6
Thl7/Teg dengesinin duzenlenmesinde goérevli olup MS hastalar relapstan sorungu
oldugu disundlmektedir. Zhang ve ark.’larinin yaptiklari galada relaps MS hastalarinda
remittan hastalar ve glaklilara gore miR-26a ekspresyonunun azaldhastalik aktivasyonu
ile miR-26 ekspresyon duizeyinin terskili oldugu gosterilmgtir (188). Calsmamizda hasta
grubunda ekspresyonunun azgidi gosterdiimiz miR-26a’'nin farkli yolak {zerinden
etkisini gostererek inflamasyonun tetiklenmesinbegeolabilecgi distnulmektedir. Ayni
zamanda kglsin kullanan ve kullanmayan grup Ekdastirildiginda kullananlarda

ekspresyonunun argisaptannstir.

Zu ve ark.’lan tarafindan miR-23b’'nin TNF IL-17 ve NF-kB'yi inhibe etigi
goOsterilmi ayni zamanda SLE ve RA hastalarinin inflamatuaydelarinda downregtle
oldugu bildirilmistir (189). Calsmamizda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamprekgon
farkliigl olmamakla birlikte hastalari kendi iclerinde g&astirdigimizda kogisin kullanan

hastalarda kullanmayanlara gére miR-23b’nin eksgeunun artfl saptannstir.

AAA hastalari ve s#8ikli kontrol grubunu kaplastirdigimiz calsmamiz AAA
hastalgl ile miRNA iligkisini argtiran geng kapsamli ilk cakmadir. Hastafiin patogenezi
net aciklanamamiolup bircok hipotez ortaya atilgtir. Bu hipotezler arasinda en ¢ok kabul
goreni ise pyrin proteininin fonksiyon bozuklu sonucunda inflamasyonun kontrol altina
alinamamasidirAAA Kklini gi gerek hastalar arasinda gerekse de ayni hadtkin ataklari
arasinda desiklik gosterebilmektedir. Genotip ile fenotip anada korelasyon olmayip ayni
mutasyonu tgyan bireylerde de hastalik farkl klinik seyir ¢gg@®bilmektedir. Bu durumun
genetik, cevresel, etnik farkliklardan kaynaklgnd disinilse de nedeni halen

argstirllmaktadir.

AAA otoinflamatuar hastaliklar grubundan olup heted periyodik ate
sendromlarinin en sik goérulen tiplerindendsincel molekiller olan miRNA’larin ger
otoinflamatuar hastaliklarla skisi calsmalarla gosterilngi ancak AAA ile iliskisini aragtiran
kapsamli bir cagma literatiirde bulunmamaktadir. Gatamizda hastalik patogenezi ile

ili skili olabilecezi hipotezini kurdgumuz 15 miRNA'nin 11'inin ekspresyonunun istatisgk
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olarak anlamli dizeyde azatdsaptanirken hastalar vegtlali génlltler arasinda miR-124a,

miR-346, miR-23b, miR-203 ekspresyon duzeyleri iades anlamli fark saptanmagtr.

Hastalar kendi icinde inceler@giinde atak sirasinda ¢ghaya dahil etfiimiz 14 hasta
ile atakta olmayan 37 hasta kiéastirildiginda miRNA ekspresyonu acisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. Gatamizda hastalin fenotipik farkhliklarina neden
oldugu bilinen mutasyonlarin MiRNA’lar ile ikisi incelendginde de anlamli bir miRNA
bulunamadi. MiRNA’larin mutasyon tipi ve atak ileskili olabilecesini dusiinmekle birlikte
calismamizda anlamli miRNA saptanmamasinin nedeni haatasinin yetersiz olmasi
olabilir. Hastalgin fenotipik varyasyonlarinin ajmasinda etkisi olabilegei distind(gimuz

miRNA’larla ilgili daha kapsamli ¢ailmalara ihtiya¢ oldgunu diginmekteyiz.

Kolsisin kullanan hastalar kontrol grubu ile kdastirildiginda 5 miRNA'nin (miR-
132, miR-15a, miR-21, miR-26a, miR-34a) ekspresgdzeyinin anlamli olarak azafil
goralmis olup kokisin kullanmayan hastalar kontrol grubu ile «kstirildiginda 6
MiIRNA'nin  (miR-132, miR-15a, miR-181a, miR-16, mi®a, miR-21) ekspresyon
duzeyinin anlamli olarak azafgdibulunmuytur. Kolsisin tedavisinin inflamasyonu baskilamasi

nedeniyle miRNA ekspresyon dizeylerindeki farghlneden olabile@e dUstinulmistar.

Ataktaki hastalar kontrol grubu ile kalastirildiginda 4 miRNA'nin (miR-132, miR-
15a, miR-21, miR-34a) ekspresyon dizeyinin anlaotdrak azaldii saptanirken atak
disindaki hastalar kontrol grubu ile kdestirildiginda 10 miRNA'nin (miR-125a, miR-132,
miR-146a, miR155, miR-15a, miR-16, miR-181a, miR-1R-223, miR-26a) ekspresyon
duzeyinin anlamli olarak azafginin goérilmesi ataktaki hasta sayisinin az olmasind
kaynaklanabilegg gibi miRNA’larin ekspresyon dizeylerinin azalmasi inflamasyonun
siddeti ile iliskili olmayabileceini disiindtirmektedir.

Hastalarin yglarini 0-60 ay, 61-120 ay ve 121 ay Ustl olargakdasimizda 0-60 ay
arasl 9 hasta olup kontrol grubu ile &bstirildiginda anlamh dizeyde miRNA ekspresyon
farkliligl saptanmadi. 61-120 ay arasi 10 hastaya bagitth ise 5 miRNA (miR-146a, miR-
155, miR-16, miR-26a, miR-34a) ekspresyonunun ahldiizeyde azalgi saptandi. Ygari
121 ay’dan buylk olan 32 hastaya balgidda ise 12 miRNA'nin ekspresyonun anlamli
duzeyde azal@ saptandi. Bu durum 121 ay'dan biyik hastalarymssan fazla olmasindan
kaynaklanabilegg gibi yas ile inflamasyonun artmasindan kaynaklanabiggue de

distindUrmektedir.
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Tam miRNA’larin diizeyinin azalmasinin nedenine \lingpekilasyonlar yapilabilir,
bunlardan ilki inflamasyon nedeniyle notrofil aktasine bgl olarak dizeyleri baskilaniyor
olabilecei bir digeri ise enflamasyona ge¢ yanit olarak da ortaysyakolabilecekleridir.
Atakta olan ve atakta olmayan hastalar arasindk faimamasi da bu gésa
desteklemektedir. MIRNA dizeyini monitérize edenr bgalsma da bu hipotezi
destekleyebilir.inflamasyonda pozitif ya da negatif rolleri olan miRlarin tamaminin
ekspresyon duzeyinin azalmasi AAA hagisin DNA'nin transkripsiyon fonksiyonunu

baskiliyor olabilecgini de diguindtrmektedir.

Calismamizin en 6nemli kisitlgi hasta sayisinin az olmasidir. Atak déneminde
inflamasyonun dahgiddetli oldysu bilinmektedir. Atak ve miRNA ikkisinin anlgilabilmesi
icin hasta sayisinin arttirilmasina ihtiyag var@alsmamizdaki bir dier kisitlayici faktor
ise, ornek toplamaslemi baladiktan sonra RT-PCRslemine kadar gecen sirenin uzun
olmasidir. Bu donemde oOrnekler aynisidbarda saklanmasina lgam bekleme surelerinin
birbirinden farkli olmasi, dolayisiyla elde edilesonuglara dikkatli yakkalmasini

gerektirmektedir.

AAA hastalgl ile miRNA iliskisini argtiran yeterli sayida ¢aima olmamasi ve
miRNA’larla ilgili calismalarin da az sayida olmasi, verilerimizin yorunmasini
zorlastirmigtir. Ancak miRNA’lar ile ilgili yapilan caklma sayisi son zamanlarda hizla
artmakta ve bu molekullerin hastaliklarin taniemlve tedavi sureclerinde kullanimi ile ilgili
olumlu gelsmeler olmaktadir. AAA gibi patogenezi henlz net 1ajatilamamg
otoinflamatuar hastaliklarin tani ve tedavisi ipmRNA’lar umut vaat eden molekillerdir.
Sonu¢ olarak yapitimiz calgmada saptanan 11 miRNA, AAA patogenezinin
aydinlatiimasinda heyecan verici bir geledir. Bu miRNA’larin AAA ile iliskilerini
anlamaya yonelik yapilacak yeni cgahalarla, hastafin patogenezinin ve fenotipik

farkliliklarin anlgilmasinda literattire 6nemli katkilarin yapilgacenuhtemeldir.
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6.SONUCLAR

. AAA tanisi ile izlenen 51 hastanin % 43,1 erkek,6985<1z hastaydi. Kiz/erkek orani

1,3 olarak saptandi.

. Hastalarin % 52,9 aile 6ykusu vardi.

. Hastalarin ya 15-211 ay arasinda gigmekte olup ortalama yn105,9 aydi.
. Hastalarin tani ya ortalama 80,7 aydi.

. Hastalarin % 39,2 yeni tani hasta, % 60,8 daha daci alny ve izlemde olan

hastalardi.

. Tum hasta gruplarn icinde en sik rastlanilan muwasWy694V mutasyonuydu.
Homozigot M694V mutasyonu hastalarin % 31,2'si edil heterozigot M694V

mutasyonu ise hastalarin % 41,1’'inde saptandi.
. Hastalarin % 27,5 atakta olan hastalar, % 72 6dgahastalardi.

. Hastalarin %49 keisin tedavisi 6ncesi ¢glnaya alinan hastalar olup %51 hasta ise
kolsisin kullanan hastalardi.

. En sik rastlanilan Klinik bulgu ateyikseklgi olup % 86,3 hastada saptandi. 2.
Siklikta izlenen Klinik bulgu karingaisi olup % 80,4 hastada gorildi. Hastalarimizin
% 74,5 karin grisi ve ate semptomu birliktefii mevcuttu. Dger semptomlarin orani
ise % 49 eklemgisi, % 11,8 kasgusi, % 9,8 gdus arisi, %7,8 dokunti saptandi.

10. Hastalarimizin I6kosit sayisi, eritrosit sedimaydashizlari, C reaktif protein, Serum

Amiloid A ve fibrinojen degerleri analiz edildi. Hastalarin ortalamagéde olarak
I6kosit sayisiI 7936, eritrosit sedimantasyon hi2at6, C reaktif protein 2,97, Serum
Amiloid A 94,5, ortalama fibrinojen 360,9 saptandi.

11.Atak doneminde olan hastalarin ortalam&edeolarak l6kosit sayisi 8823,3, eritrosit

sedimantasyon hizlari 34,6, C reaktif protein @8rum Amiloid A 492,3, ortalama

fibrinojen 421,3 saptandi.
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12.Atak donemi dyinda olan hastalarin ortalamagde olarak I6kosit sayisi 7555,7,
eritrosit sedimantasyon hizlar 21,7, C reaktiftpmo 0,84, Serum Amiloid A 29,
fibrinojen 335 saptandi.

13.Hastalarin % 51 keisin tedavisi kullanmakta olup % 49 kwdin tedavisi dncesi

calismaya alinan hastalardi. 51 hastadagi&iol tedavisine direncli hasta yoktu.

14.Hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-125anhsd-32, hsa-mir-146a, hsa-mir-
155, hsa-mir-15a, hsa-mir-16, hsa-mir-181a, hs&fihsa-mir-223, hsa-mir-26a,
hsa-mir-34a, mmu_MIR-451 del@delta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05)

15.Mirl24a , hsa-mir-346, hsa-mir-23b, hsa-mir-203iiakdan hasta ve gakli kontrol

grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

16.Kolsisin kullanan hastalar ve kullanmayan hastalagilatirildiginda hsa-mir-132,
hsa-mir-15a, hsa-mir-181a, hsa-mir-23b, hsa-mir-2iédta delta ct deerleri
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarakaml fark saptandi (p<0,05).
Kolsisin tedavisi kullanmayanlara goére kisin tedavisi kullanan hastalarda miRNA

expresyonlari yiksek saptandi.

17.Hastalar ya grubuna gore lce ayrildi. 60 ayin altindaki hast&i1-120 ay arasindaki
hastalar, 121 ayn uzerindeki hastaaklinde gruplandirildi. Hastalarin % 17,6 60
ayin altinda olan hastalar, % 19,6, 61-120 ay anastalar, % 62,7 121 ay Ustu

hastalardi.

18.60 ayin altindaki hastalar ile kontrol grubu ardaidelta delta ct gerleri bakimindan

iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fagptanmadi (p>0,05).

19.61-120 ay aras! hastalar ve kontrol grubusikagtirildiginda hsa-mir-146a, hsa-mir-
155, hsa-mir-16, hsa-mir-26a, hsa-mir-34a delt@aadtldgerleri bakimindan iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptdpd0,05).

20.121 ay ustu hastalar ve kontrol grubusKastirildiginda hsa-mir-125a, hsa-mir-132,
hsa-mir-146a, hsa-mir-155, hsa-mir-15a, hsa-mihé;mir-181a, hsa-mir-21, hsa-
mir-223, hsa-mir-26a, hsa-mir-34a, mmu_MIR-451adédlta ct dgerleri bakimindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fadptandi (p<0,05).
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21.Atakta olan hastalar ve ataksdhastalar kendi aralarinda kdastirildiginda delta
delta ct degerleri bakimindan iki grup arasinda istatistikséhrak anlamh fark
saptanmadi (p>0,05).

22.Kolsisin kullanan hastalar yauyumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda hsa-mir-
132, hsa-mir-15a, hsa-mir-21, hsa-mir-26a, hsa3dar-deltadelta ct dgerleri
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olamalamll fark saptandi (p<0,05).

23.Kolsisin kullanmayan hastalar yaiyumlu kontrol grubu ile kardastirildiginda hsa-
mir-132, hsa-mir-15a, hsa-mir-16, hsa-mir-181a;nmse21, hsa-mir-26a deltdelta
ct deserleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksidrak anlamh fark saptandi
(p<0,05).

24. Ataktaki hastalar yauyumlu kontrol grubu ile kadastirildiginda hsa-mir-132, hsa-
mir-15a, hsa-mir-21, hsa-mir-34a deltdta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,01)

25. Atak dsindaki hastalar yauyumlu kontrol grubu ile karastirildiginda hsa-mir-125a,
hsa-mir-132, hsa-mir-146a, hsa-mir-155, hsa-mir-t&a-mir-16, hsa-mir-181a, hsa-
mir-21, hsa-mir-223, hsa-mir-26a daligta ct dgerleri bakimindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05)

26.Hastalarin mutasyonlari kendi aralarinda skagtirildi, delta delta ct dgerleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olard&rah fark saptanmadi (p>0,05).

27.Hastalar |6kositoz, CRP vyiksekli SAA yukseklgi olup olmamasl agisindan
karsilastirildi, delta delta ct deerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksarait
anlamli farkhlik gésteren miRNA saptanmadi (p>0,05

28.Calsmamizda saptanan 11 miRNA, AAA patogenezinin aydiinhasinda heyecan
verici bir gelsmedir. Bu miRNA’larin AAA ile iligkilerini anlamaya yo6nelik
yapilacak yeni cajmalarla, hastain patogenezinin ve fenotipik farkhliklarinin

aydinlatilacgini distinmekteyiz.
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