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OZET

Karacam, B. (2020). Hipokomplementemik Urtikeryal Vaskilit Sendromlu Hastalarda
Agbl3 Mutasyonu Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi. Genetik
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Hipokomplementemik Urtikeryal Vaskiilit Sendromu (HUVS), Urtikeryal vaskiilitin alt
tipi olan otoimmiin bir hastaliktir. Olduk¢a nadir gorillen HUVS i¢in literatiirde 200°den
az vaka bildirilmistir. Bu hastalik kadinlarda erkeklere oranla daha sik goriiliirken
cocuklarda daha nadir goriilmektedir. Diisiik kompleman seviyeleri, serumda anti-C1q
cOkeltileri ve bunlara eslik eden ates, halsizlik, yorgunluk, kas romatizmasi, tekrarlayan
irtiker gibi sistemik bulgularla karakterize olan HUVS’nin patofizyolojisi ve genetik
etiyolojisi tam olarak aydmnlatilamamistir. HUVS’li cocugu olan trio bir ailede
yaptigimiz tim ekzom dizileme c¢alismasi analizlerinde AGBL3 aday gen olarak
belirlenmistir. AGBL3 proteini tubulinlerin post-translayonel modifikasyonlarinda
gorevlidir ve A2-tubulin olusturur. Tubulinlerin otoinflamatuar ve otoimmiin hastaliklar
ile olan iliskili oldugu bildirilmistir. Bu durum AGBL3’iin mikrotubuller {izerinden
inflamasyonla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Tim ekzom dizileme
calismasinda AGBL3 genindeki ¢.769.C>T mutasyonu HUVS’li ¢cocukta homozigot,
Mukokiitéz Behget Oykiilii babada ve saglikli annede heterozigot olarak goriilmiistiir.
Bu tez ¢alismasinda 2 HUVS’li hastada AGBL3 geni ekzon bolgeleri Sanger dizileme
yontemi ile incelenmistir. Dizileme sonucunda hastalarda farkli intron ve ekzon
bolgelerinde varyasyonlar bulunmustur. Ayrica, ¢.769.C>T bolgesindeki mutasyonun
sebep oldugu p.GIn257Ter protein degisikligi i¢in c¢esitli biyoinformatik araglar
kullanilarak tahminlerde bulunulmustur. Sonuglar HUVS’nin genetik etiyolojisinin
heterojen oldugunu ve AGBL3 geni mutasyonlarinin HUVS ile iliskili olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: HUVS, AGBL3, CCP3, AGBL3 Mutasyonu, Urtikeryal Vaskiilit

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36201
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ABSTRACT

Karagam, B. (2020). Analysis of AGBL3 Mutations in Patients with
Hypocomplementemic Urticarial Vasculitis Syndrome. Istanbul University, Institute of
Health Science, Genetics. Master Thesis. 2020. Istanbul.

Hypocomplementemic Urticarial Vasculitis Syndrome (HUVS), a rare autoimmune
disease, is characterized by complement deficiency and the presence of C1q antibody in
serum. Less than 200 cases have been reported in the literature for extremely rare
HUVS. While this disease is more common in women than in men, it is rarely seen in
children. The pathophysiology and genetic etiology of HUVS, which is characterized by
low complement levels, anti-Clq precipitates in serum and accompanying fever,
weakness, fatigue, muscle rheumatism, recurrent urticaria, have not been fully
elucidated. AGBL3 was determined as a candidate gene in whole exome sequencing
studies we conducted in a trio family with a child with HUVS. AGBL3 protein is
involved in post-translational modifications of tubulins and forms A2-tubulin. It has
been reported that Tubulins associated with autoinflammatory and autoimmune
diseases. This suggests that AGBL3 may be associated with inflammation through
microtubules. In “whole exome sequencing” study, the ¢.769.C> T mutation in AGBL3
gene was homozygous in the child with HUVS, and heterozygous in the father with
mucocutous Behget's and healthy mother. In this thesis, AGBL3 gene exon regions are
examined by Sanger sequencing method in 2 HUVS patients. As a result of sequencing,
variations were found in different introns and exons regions in patients. In addition,
estimates have been made using various bioinformatics tools for p.GIn257Ter protein
change caused by mutation in ¢.769.C>T region. The results show that genetic etiology
of HUVS is heterogeneous and AGBL3 gene mutations may be related to HUVS.

Key Words: HUVS, AGBL3, CCP3, AGBL3 Mutation, Urticarial Vasculitis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36201



1. GIRIS VE AMAC

Otoimmiin nadir bir hastalik olan Hipokomplementemik Urtikeryal Vaskiilit
Sendromu (HUVS), kompleman eksikligi ve serumda Clq antikoru varhgi ile
karakterize bir hastaliktir. Urtikeryal vaskiilitin bir alt tipi olan bu hastalikta cilt, eklem,
bobrek, vaskiler ve gastrointestinal sistem tutulumlar1 gorulebilmektedir. HUVS’nin
patafizyolojisi ve genetik etiyolojisi tam olarak agiklanamamistir. HUVS i¢in major tani
kriterleri; 6 aydan uzun siiren Urtiker ve hipokomplementemidir. Mindr tani kriterleri
(en az ikisi tani i¢in gerekli olan) 16kositoklastik vaskiilit, artralji veya artrit, iiveit veya
episklerit (veya konjonktivit), hafif glomeriilonefrit, tekrarlayan karm agris1 veya pozitif
Clqg antikor testidir. Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur. Antihistaminikler, steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglar, terOpatik ajanlar  hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir ancak tedavi ¢ogunlukla hastaligin seyrine gore uygulanmaktadir.
HUVS’nin genetik alt yapisini aydinlatmak ve patofizyolojisinin altinda yatan sebepleri
anlamak amaciyla HUVS’li ¢ocugu olan bir ailede daha 6nce yapilan tiim ekzom
dizileme verisi analizinden AGBL3 geni aday gen olarak secildi. Bu gende ¢.769C>T
bolgesindeki mutasyon HUVS’li cocukta homozigot, Mukokitandz Behget oykull
babada ve saglikli annede heterozigot olarak tespit edildi. Bu tez ¢alismasinda bu
verilerden faydalanarak iki pediatrik HUVS’li vakada daha AGBL3 geninde once
mutasyon bolgesi ve ardindan AGBL3 geni ekzom bolgeleri Sanger dizileme ydntemi
ile taranmustir. Ayrica ¢.769C>T mutasyonunun olusturdugu p.GIn257Ter truncated
proteini modellenmis ve farkli araglar kullanilarak dogal ve truncated protein arasindaki
farklar tahmin edilmistir. AGBL3 (CCP3), sitozolik karboksipeptidaz ailesinin alt tyesi
olan bir proteindir. AGBL3, tubulinlerin modifikasyonlarinda gorevlidir. Yapilan bu
caligma ile genetik etiyolojisi bilinmeyen ve nadir olarak goriilen HUVS’nin genetik

etiyolojisinin aydinlatilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OTOIMMUN VE OTOINFLAMATUAR HASTALIKLAR
Periyodik ates sendromlar1 olarak da adlandirilan otoinflamatuar hastaliklar
(OIH), enfeksiyon yoklugunda ortaya c¢ikan nadir, kalitsal, tekrarlayan inflamatuar
bozukluklardir. Bu hastaliklar oncelikle Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), TNF-reseptor ile
iligkili periyodik sendrom hastaligi (TRAPS), Hiperimmunoglobulinemi D ve periyodik
ates sendromu (HIDS) gibi hastaliklar olmak {izere tipleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Otoinflamatuar ve Otoimmiin Hastalik Cesitleri (1)

Otoinflamatuar Hastaliklar Otoimmun Hastaliklar

Monogenik Poligenik Monogenik Poligenik
hastaliklar hastaliklar hastaliklar hastaliklar

AAA Still hastahZ APStip 1 Romatoid artrit
TRAPS Crohnhastalifl  |pEX sendromu SLE

CAPS, FCAS, Behcethastalifi gpps Sistemik skleroz
MWS,NOMID Gut C1q eksikligi Polimiyozit

HIDS SJIA Dermatomiyozit
Blau sendromu Sjogren sendromu
PAPA zendromu Farklilasmamis bag
KRMO dokusu hast.

DIRA MBDH

Majeed sendromu Overlap sendromu
IL-10 eksikligi

AAA: Ailevi akdeniz anemisi; TRAPS: TNF-reseptorii ile iligkili periyodik sendrom; CAPS: Kriyoprin iligkili
periyodik sendrom; FCAS: Ailevi soguk otoinflamatuar sendrom; MWS: Muckle-Wells sendromu; NOMID:
Yenidogan baslangicli multisistemik inflamatuar hastalik; HIDS: Hiperimmiinglobiilinemi D ve periyodik ates
sendromu; KRMO: Kronik tekrarlayan multifokal osteomiyelit; DIRA: IL-1 reseptér antogonisti eksikligi; IL:
Interlokin; SJTA: Sistemik juvenil idiopatik artrit; APS: Otoimmiin poliglandiiler sendrom; IPEX: X’e bagli immiin
disregllasyon, poliendokrinopati, enteropati, sendromu; OLPS: Otoimmin lenfoproliferatif sendrom; SLE: Sistemik
lupus eritrematozus; MBDH: Miks bag dokusu hastaligi

Otoinflamatuar hastaliklar (OIH) ve otoimmiin hastaliklar (OH), bagisiklik
sisteminin anormal kronik aktivasyonu ile karakterizedir, bdylece doku iltihaplanmasi
ve hasart olusur. Otoinflamatuar hastaliklarda, dogal immiin sistem doku
inflamasyonundan dogrudan sorumludur; otoimmin hastaliklarda ise dogal immiin
sistem adaptif immidin sistemi aktive ederek inflamatuar strecin ana etkileyicisi haline
gelir (1,2).



Otoinflamatuar Otoimmiin

Hastaliklar Hastaliklar

Y

immiin Sistemin Kronik Aktivasyonu

Dogal immiin Sistem Dogal immiin Sistem

Adaptif Immiin Sistem

/

Doku inflamasyonu ve Hasari

Sekil 1: Otoinflamatuar ve Otoimmiin Hastahklarda Patojenik Yolak (1)

OIH ve OH arasinda benzerlikler ve farkhiliklar vardir. Bu hastaliklar
kendilerine yonelik patolojik bir siireci tanimlamak i¢in “oto” 6n ekiyle baslarlar; bunlar
genellikle deri ve kas iskelet sisteminin dahil oldugu sistemik hastaliklardir. Patogenetik
bakis a¢isindan, hasta bireylerde bagisiklik sisteminin kronik aktivasyonu ile doku
iltihab1 gergeklesir. Bununla birlikte, iki farkli hastalik grubunda spesifik hasar vericiler
farklidir: OIH’de dogal immiin sistem dogrudan doku iltihabma neden olurken,
OH’lerde dogal immiin sistem iltihapli siirecten sorumlu olan adaptif bagisiklik
sistemini aktive eder (Sekil 1). OIH'lerden etkilenen hastalar, hastalik siirecini
yonlendiren otoantikorlara veya otoreaktif antijene spesifik T hiicrelerine sahip degildir;

bunun yerine monosit-makrofajlar iltihaplanma ve hasardan sorumludur (1).

2.1.1. Genetik Altyap:
Genetik calismalar, hem OIH hem de OH hastaliklarin gelismesinde etkili olan

gen mutasyonlarinin varhgini vurgulamstir (3). OIH, kalitsal monogenik hastaliklar ve
multifaktdriyel poligenik hastaliklar olarak siniflandirilmistir. OIH'lerle iliskili genler,
inflamazomun proteinlerini kodlar. OIH'lerin gelisimine katilan tiim genler, sitokin

sinyal yolaklar1 igindeki ortak yapisal motifleri ve fonksiyonlar1 tasir (4).



Otoinflamatuar klinik &zellik sergileyen hastalarin yaklasik %60'mda bilinen OiH ile
iligkili genetik lokasyonlarda mutasyon bulunmaz. Bu hastalarin heniiz tanimlanmamig

genlerde mutasyonlar1 bulunmasi olasidir.

Otoimmiuin hastaliklarda poligenik hastaliklar monogenik hastaliklardan daha sik
goriilmektedir. Hem dogal hem de adaptif bagisikligin tetikleyicilerinin hastalik
patogenezine katihimi ve OH'lerin multifaktOriyel yapisi bu durumu agiklayabilir.
Bugiine kadar {ic otoimmiin monogenik hastalik tanimlanmistir: APS tip 1, IPEX

sendromu ve OLPS (1).

2.1.2. Cevresel Tetikleyiciler

Hem otoinflamatuar hem de otoimmin hastaliklarda, ¢evresel ve endojen
faktorler hastaligin baslamasi ve siddetlenmesine neden olabilir. Ek olarak OIH ve OH,
fiziksel ajanlar ve bagisiklik sistemi homeostazini degistirebilen ilaglara ve diger

kimyasal ajanlara maruziyetle tetiklenebilir (2).

Enfeksiyonlar ve asilamalar, MWS, HIDS, NOMID, DIRA, Behcet, Crohn
hastaligi, gut, SLE, romatoid artrit (RA), vaskilit, primer Sjogren sendromu gelisimi ve
bazi otoimmiin monogenik hastaliklarin  (IPEX ve ALPS) gelisimi ile
iliskilendirilmistir.

[laca maruz kalma SLE'in gelisimini tetikler; gut ve Crohn hastalig1 icin de

olas1 bir uyaran olarak tanimlanabilir.

Fiziksel ajanlar OIH'leri ve OH'leri tetikleyebilir. Soguga maruz kalma MWS,
FCAS ve Raynaud fenomenini tetiklemede rol oynamustir. Fiziksel travma DIRA,
HIDS, TRAPS ve Behget hastaligimi tetikleyebilir; cilt ve gastrointestinal sistemin
mekanik etkiye maruz kalmas1 DIRA'y1 tetikleyebilir. UV 1s1gina maruz kalma SLE'nin

baslamasini ve alevlenmesini tetikleyebilir (1).

Sigara igmek SLE ve diger otoimmiin hastaliklar (Sjogren Sendromu, RA,
multipl skleroz, otoimmiin tiroidit gibi) icin bir risk faktériidir, ancak OIH’lerde etkili

gibi gérinmemektedir (5).

Yorucu fiziksel efor ve psikolojik stres, AAA krizini tetikleyebilir ve adet

dongtistiniin OH'lerin yam1 sira birgok OIH'yi de kétiilestirebilecegi gozlenmistir.



Stres bircok otoinflamatuar (NOMID, MWS, HIDS, TRAPS, AAA, Crohn ve
Behget hastalig1) ve otoimmiin hastaliklarin (SLE, RA, overlap sendromu) gelisimi ve

kétulesmesi ile baglantili olmustur (3).

2.1.3. Etki Mekanizmasi

Dogal immun sistem sensorleri, pattern recognition receptors (PRR'ler) olarak
adlandirilir ve pathogen-associated molecular patterns (PAMP) veya hasarli hiicrelere
(damage-associated molecular patterns, DAMP) baglanirlar. Efektor hicreler
makrofajlar, dendritik hiicreler ve diger antijen sunan hiicrelerdir. PRR'ler (¢ tip
reseptOr icerir: toll-like receptors (TLR'ler), nucleotide-binding oligomerization
domain-like receptors (NLR'ler) ve retinoic acid-inducible gene-I-like receptors ( RIG-
I-like).

NLRP (yani, NLRP1, NLRP3) ve NLR family CARD domain-containing protein
4 (NLRC4) aktivasyonu, patojenlere karsi savunma igin kritik olan inflamazom
yapilarinin olusmasina neden olur. Prokaspaz-1 aktivasyonuna aracilik ederler ve bunun

sonucu olarak IL-1p ve IL-18 proformlar: aktif formlara doniistir (Sekil 2).

Adaptif bagisiklik, en basta T ve B hiicre reseptorleri olmak tizere oldukca
spesifik antijen reseptorleri yoluyla etki eder. OH hastaliklarda otoreaktif antijen-

spesifik T hucreleri bulunur ve otoantikorlar Gretilir (2).
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Sekil 2: IL-1 ve IL-18’in Adaptif Immun Sisteme Etkisi (2)



PAMP ve DAMP’ler, hiicre yizeyinde bulunan TNF veya TLR'yi uyarir, bu da NF-kB'nin ¢ekirdege translokasyonu
ile sonuglanr, IL-1 ve IL-18'in olgunlagsmamis (pro-) formlarimin ekspresyonu indiklenir. PAMP'ler ve DAMP'ler
sirastyla prokaspaz 1’in kesilmesine ve aktif haline gelmesine neden olur. Kaspaz 1 ile pro-IL1 ve pro-IL18
aktiflestirilir. Bu yolla inflamazomun aktivasyonunu indiikleyerek hiicrelere girebilirler. IL-1 ve IL-18'in etkileri
dogal immiin sistemle simrli degildir, farkli efektér T ve B lenfosit alt gruplarimin farklilagsmasi, aktivasyonu ve
¢ogalmasinda rol oynarlar. Boylece otoimmiin hastaliklarda inflamatuar fenotipleri tetikler. PAMPS: pathogen-
associated molecular patterns, DAMPS: damage-associated molecular patterns, TLR: toll like receptor, NLR:
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors, IL: interlokin, TNF: timdr nekrozis faktér, NF-kB:
niikleer faktor kabba b, Th: T helper

2.1.4. Klinik Ozellikler

OIH ve OH'ler cilt, kas-iskelet sistemi veya gastrointestinal tutulumun siklikla
gozlendigi multisistemik hastaliklardir. OH’de yaygin olarak deri, kas-iskelet sistemi ve
gastrointestinal semptomlar gorilirken, akciger, goz, kulak, hematopoetik ve sinir
sistemi gibi diger organlarin tutulumu daha az goriiliir (1). OH'ler kalp ve bobregi
dogrudan etkileyebilir (6), OlH'lerde kronik inflamasyon nedeniyle amiloid birikimi,

kalp ve bobrek hasarmin ana nedenidir (7).

OIH ve OH'li hastalarda cilt belirtileri siklikla gozlenir. Klinik tablo benzer
olabileceginden, dogru bir ayirict tani i¢in dikkatli bir fiziki muayene ¢cok dnemlidir.
Deri biyopsisi faydali olabilir, ancak bazi OIH ve OH vakalarinda histolojik bulgular

benzer olabilmektedir.

OIH ve OH'ler siklikla artropatiler, miyaljiler ve artrit dahil olmak tizere genis

bir belirti yelpazesine sahip olan kas-iskelet sistemini etkiler.

Hem OIH hem de OH'den etkilenen hastalar gastrointestinal semptomlardan

sikayet edebilir. En sik goriileni akut karim teshisine neden olabilen karin agrisidir (1).

Tekrarlayan ates, halsizlik, grip benzeri semptomlar, kilo kaybi, miyalji,
halsizlik, lenfadenopati ve splenomegali gibi esas semptomlar her iki hastalikta da sik
goralir. OIH ve OH hastaliklarda belirti ve bulgular siklikla benzer olsa da, biyolojik

arastirmalar daha belirgin 6zellikler ortaya ¢ikarabilir (1).

OIH ve OH hastalarinda hastalik komplikasyonlari nedeniyle morbidite ve
mortalite riski daha yiiksektir. Ozellikle, AA amiloidoz, uzun siren inflamatuar
kosullar1 olan hastalarda gelisir (2). AA amiloidoz, uzun siredir devam eden
inflamatuar durumu olan hastalarda geligir. OIH'lerde ve OH'lerde gozlendigi gibi
kronik inflamasyon, AA amiloid proteininin yanlis katlanmasina neden olur ve ¢esitli

dokularm hiicre dis1 matrislerinde AA proteininin birikmesine neden olarak ¢oklu organ



fonksiyon bozukluguna yol acar. Genellikle tedavi edilmeyen hastalarda ortaya ¢ikar

(8). AA amiloidoz SLE'de ve sistemik vaskiilitte nadiren gozlenmistir (9).

2.1.5. Biyobelirtec

Eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein (CRP) genellikle aktif
hastalik doneminde artar. Yiiksek serum ferritin seviyeleri tipik olarak Still hastaliginda
ortaya ¢ikar. Yiiksek immunoglobulin serum seviyeleri SLE, primer Sjogren sendromu,
HIDS ve AAA’da bulunur. Serum amiloid A proteini (SAA), OlH’de siklikla artarken,
diistik kompleman bilesen 3 ve 4 (C3 ve C4) serum seviyeleri SLE'de daha sik gozlenir
(10).

2.1.6. Tedavi

Immiin sistem bozuklugu, OIH ve OH'lerin ortak patogenetik arka plani
oldugundan, bazi ilaglar her iki hastalik tiirtinde de kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda,
glukokortikoidler ve steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAID'ler) bulunur ve bu

hastaliklarin inflamatuar orijini tespit edilir edilmez kullanilir (11).

Kolsisin, OIH'de baska bir terapotik segenektir. Oral kolsisin tedavisi, AAA'l
hastalarmm g¢ogunda tam remisyon saglar, cogu vakada amiloidoz gelisimini Onler ve

hastalarin %95'inde klinik iyilesmeyi saglar (12).

Hidroksiklorokin, OIH ve OH'lerin tedavisinde kullanilmistir. Bu ila¢ TLR
aktivasyonunu inhibe ederek interferon alfa (IFN-a)'nin downregiilasyonuna yol agar ve

antijen islemeyi inhibe ederek otoantijen sunumunu etkiler (13).

Immiin baskilayic1 tedavinin, yani siklofosfamid, azatiyoprin, metotreksat ve
mikofenolat mofetilinin, OH’ler ve OIH'li hastalarda ciddi belirtilerin ¢ogunun

tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir (14).

Son yillarda, biyoteknolojik ajanlar, o6zellikle anti-sitokin ilaglari, OIH ve
OH'den etkilenen hastalarda tedavisi guc belirtileri tedavi etmek i¢in kullanilmustir.
OlIH'lerde anti-IL1 tedavisinin etkinligine dair klinik kanitlar ortaya ¢ikmaktadir ve
halen kolsisin direncli hastalarda uygun bir se¢enek olarak diisiiniilebilir. U¢ farkli anti-
IL-18 ajani, anakinra (IL-1 reseptoriini bloke eden), rilonacept (IL-18 'yi notrlestiren
¢ozindr bir 1L-1 reseptori) ve canakinumab (anti-1L-13 monoklonal antikoru) OIH'lerin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmistir (15). Anakinra ile IL-1 blokajinin RA ve
SLE hastalarinda terapotik fayda sagladigi gosterilmistir (16).



2.2. URTIKERYAL VASKULIT
Urtikeryal vaskilit (UV), 16kositoklastik vaskiilit histopatolojik dzelligine sahip
tekrarlayan {rtiker ataklari ile karakterize klinikopatolojik bir durumdur (17). Hastalik
genc ve orta yaslt kadinlarda ortaya ¢ikma egilimindedir ve hafif lezyonlu, siddetli
sistemik, organ spesifik tiplere kadar farklilik gdsteren heterojen bir hastaliktir (18).
Hastalarin ¢ogunda UV sistemik bir hastaligm ortaya ¢ikis belirtisidir veya kronik
sistemik bir hastah@in bileseni olarak gelisir. UV'deki vaskiiler hedefler iist dermisteki

dermal kilcal damarlar ve postkapiller venullerdir.

Urtikerde UV’den farkli ozellikler goriiliir. Normal iirtiker 2-8 saat sirer,
lezyonlar kasmtilidir ve iz birakmaz. Bu lezyonlar birlesebilir veya 10 cm’den biiytik
dev iirtiker olarak gelisebilirler. UV’de deri lezyonlar1 koyu esmer renkli, agrili, yangili
veya kasintili sekilde goriilebilir ve kalicilig1 24 saatten fazladir. Bu lezyonlar kirmizi
kan hiicresi ekstravazasyonunu gosteren hiperpigmentasyon yaparak diizelir. Urtikeryal
vaskiilit lezyonlari tipik olarak 0.5-5 cm ¢apindadir. UV’li hastalarda palpable purpura

da gorulmektedir.

UV’de klasik kompleman yolaginin aktiflesmesiyle serum hemolitik kompleman
aktivitesi diiser ve boOylece ekstrakutandz hastaliklar goriiliir. Bunlar arasinda karm
agrisi, mide bulantisi, kusma ve ishali iceren gastrointestinal sikayetler; artralji ve artrit
gibi muskuloskeletal sikayetler; genelde gegici ve goc¢ eden el, el bilegi, ayak, ayak
bilegi, dizi tutan eklem sikayetleri; proteiniiri, hematiiri, bobrek yetmezligi gibi bobrek
sikayetleri; KOAH, hemoptizi (kanli balgam) gibi akciger ile ilgili sikayetler; episklerit,
iiveit veya konjonktivit gibi goz ile ilgili sikayetler goriilmektedir.

Artmis ESR seviyeleri ve hipokomplementemi (kompleman seviyesi diisiikltigii)
UV’de goriilen en yaygin laboratuvar bulgularidir. Kompleman profili azalmis C1, C2,
C3, C4 ve CH50/100 seviyeleri ile klasik kompleman aktivasyon yolaginin
karakteristigidir. C1q genelde Clr ve Cls seviyelerinden disiiktiir. Dolagimdaki immiin

kompleksler, otoantikorlar ve anemi laboratuvar bulgular1 arasindadir (19,20)

Sekil 3°te kronik {rtiker, trtikeryal wvaskiilit ve alt tiplerinin sikliklar:

gosterilmistir.



KU

KU (Otoant +)
ov

HUV

HUVS

Sekil 3: Urtikeryal Lezyonlarin Sikhklar (19).
KU: kronik urtikeryal lezyon (%60), KU (Otoant +): IgE veya IgE reseptoriine kars1 otoantikor igeren kronik Urtiker

(%30), UV: urtikeryal vaskiilit (%10), HUV: hipokomplementemik (rtikeryal vaskiilit, HUVS: hipokomplementemik
Urtikeryal vasklit sendromu (< %5) (19).

2.2.1. Normokomplementemik Urtikeryal Vaskiilit (NUV)

Normokomplementemik Urtikeryal vaskulitli hastalar rtikeryal vaskulit ile
uyumlu ve biyopsi ile dogrulanan cilt lezyonlar1 gosterirler. Bununla birlikte, C1q ve C4
de dahil olmak (zere kompleman seviyeleri normaldir ve ¢ok az deri dis1 hastalik
vardir. Bu hastalik antihistaminikler, steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar, kolsisin

veya glukokortikoid ile tedavi edilebilir (18).

2.2.2. Hipokomplementemik Urtikeryal Vaskilit (HUV)
Hipokomplementemik Urtikeryal vaskulitli hastalar tipik bir vaskulit deri

dokuntuslne, disiik kompleman seviyelerine ve disik Clg antikor seviyelerine
sahiptir. Artrit veya artralji, karin agris1 ve astim semptomlar1 gorulebilir. Sistemik
lupus eritematozus (SLE) ile karistirilabilir, ancak HUV’de antiniikleer antikorlarin
tespit edilme olasiligi daha distiktir. 57 HUV’li hastada yapilan bir ¢alismada
anjiyoodem (%51), purpura (%35) ve livedo reticularis (%14) oranlarmnda gorilmiistiir.
Ayrica kas iskelet sistemi hastaligi (%82), okuler komplikasyonlar (%56), pulmoner
(%19), gastrointestinal (%18) ve renal hastaliklar (%14) goriilmistiir. Hastalarin
%55'inde saptanabilir C1q otoantikorlar1 bulunmugstur. Hidroksiklorokin ya da kolsisin

hastalarin tedavisinde etkili olmustur (21).
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2.2.3. Hipokomplementemik Urtikeryal Vaskiilit Sendromu (HUVS)

UV ile birlikte hipokomplementeminin varhg Mayo Clinic'ten McDuffie
tarafindan UV nin daha ciddi ve sistemik bir formu olarak sunulmustur (22). McDuffie
sendromu olarak da adlandirilan HUVS, SLE'ye benzeyen sistemik bulgular gosteren

nadir goriilen bir otoimmiin hastaliktir (23).

HUVS i¢in major ve mintr tani kriterleri ilk olarak Schwartz tarafindan
tanimlanmistir (24). HUVS igin major kriterler; 6 aydan uzun siren (rtiker ve
hipokomplementemidir. Mindr kriterler (en az ikisi tam1 igin gerekli olan)
I6kositoklastik vaskulit, artralji veya artrit, Uveit veya episklerit (veya konjonktivit),
hafif glomeriilonefrit, tekrarlayan karin agrisi veya pozitif C1q antikor testidir (23, 24).
Diger klinik bulgular anjiyoddem, obstriiktif akciger hastaligi ve ¢esitli norolojik

problemleri icerir (27).

Dislama kriterleri, yiksek kriyoglobtlinemi (kriyokrat, >%1), yiksek anti-DNA
antikor seviyesi, yiiksek antiniikleer antikor (ANA), hepatit B viriisii antijenemi, diisiik
Cl1 esteraz inhibitor seviyesi ve kalitsal kompleman eksikligidir. Tipik olarak, HUVS'li
hastalar ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) veya Sm antikorlarina sahip degildir; ancak,
hastalarm %50'sinin serumlarinda ANA olabilir (23). Bazi UV'li hastalarda
hipokomplementemi olabilir, ancak HUVS tanis1 i¢cin gereklilikleri karsilamaz. Bu

hastalara HUV tanisi konabilir (26).

2.2.3.1. Insidans

Literatire gore, HUVS'nin tam insidans1 ve prevalansi bilinmemekle birlikte
200°den az vaka kaydedilmistir. SLE hastalarinin yaklagik %7-8'inde HUVS
gOzlenirken; HUVS’li hastalarin %54"ine SLE teshisi konmustur (28). HUVS baslica
geng kadinlarda gorilir. HUVS’li olgular arasinda kadin:erkek orani 8:1°dir. Yagamin
5. dekatinda en yiiksek insidansa sahiptir. Yayinlanan bir raporda, HUVS ve NUV
hastalar1 i¢in ortalama tam1 yasi swrasiyla 43 ve 51°dir (27,28). HUVS, cocuk

populasyonunda nadiren bildirilmektedir (31).

2.2.3.2. Patofizyoloji
UV, kitanoz vaskilite benzeyen immiin kompleks bir hastalik olarak kabul
edilir. Tip III asir1 duyarhlik reaksiyonu UV patogenezinde onemli rol oynar. immiin

komplekslerin UV'ye neden olup olmadig1 veya immiin komplekslerin vaskilitin bir
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sonucu olarak iiretilip iiretilmedigi arastirilmaktadr (32). UV ve hepatit B virlis
enfeksiyonu olan hastalarin damar duvarlarinda hepatit B viriisii ylizey antijeni, IgM
birikintileri ve dolagimdaki hepatit B viriisii ylizey antijen-antikor immun kompleksleri
bulunmustur, immiin komplekslerin UV patogenezinde dogrudan rol oynadig: ileri

stirtilmiistiir (33).

Pek ¢ok ek kanit, bagisiklik komplekslerinin dogrudan dahil oldugu sonucunu
desteklemektedir. Immiin kompleksler, UV'li hastalarm %30-75'inde dolasimda
bulunmustur (32). Immiin reaktif maddelerin ve komplemanlarin damar duvarlarinda
birikmesi ve kompleman kaskad1 aktivasyonu UV'de sik goriilen bulgular iken yaygmn
urtikerde boyle degildir. Bagisiklik komplekslerini dolasimdan uzaklastirmak igin
kullanilan bir yontem olan plazmaferez, tirtikeryal lezyonlarin hizli ancak gegici olarak
diizelmesini saglar. Bu gii¢lii kanit ayrica bagisiklik komplekslerinin dogrudan UV'de
etkili oldugu sonucunu da desteklemektedir (26).

Bu bagisiklik kompleksleri, otoantikorlar yoluyla olusturulur, ancak ayni
zamanda ilaglar ve enfeksiyonlar yoluyla dissal olarak da indiiklenebilir. Hepatit C ve
hepatit B viriisleri, bu tiir antikorlarin olusumunu indiikleyebilen enfeksiydz ajanlar
arasindadir. Her ne kadar kollajen benzeri C1q bolgesinin, enfeksiyonlarin ve ilaglarm
antikor indiikleyicileri oldugu kesfedilse de, UV'li hastalarin ¢ogunda immin

komplekslerin antijeni bulunamamustir (20).

Kompleman sisteminin aktiflesmesi i¢in klasik yolak, lektin yolagi ve alternatif
yolak olmak {iizere ti¢ farkli yolak vardir. C1q, Klasik yolakta goérevlidir. Kompleman

sisteminin klasik yolla aktivasyonu Sekil 4’te verilmistir.

C1q, UV'li hastalarin serumunda bulunan otoantikorlar icin baglayici bdlge olan
kollajen benzeri bir bolgeye sahiptir. Bu otoantikorlar, C1g'nun Fc kismina baglanan,
kompleman sistemini kan damarlarim igindeki ve etrafindaki klasik yolla aktive eden
bagisiklik kompleksleri olusturan IgG molekiilleridir (30,41). Klasik kompleman yolu
etkinlestirildikten sonra, C3a ve C5a iiretilir. Bu anafilotoksinlerin UV ile birlikte
gorilen sok, 16kopeni ve trombositopeniden sorumlu olabilecegi one siiriilmiistiir (36).
Aktive olmus kompleman Grlinleri mast hiicre degranulasyonunu ve yeni kemokin ve
sitokinlerin olusumunu indiikler. Bu maddelerin olusumu, damar gecirgenliginin
artmasina, noétrofillerin kemotaksisine ve bagisiklik komplekslerinin  birikiminin

artmasma neden olur. Nétrofiller iltihap bdlgesine vardiklarinda fagositik hale gelirler
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ve doku yikimini ve 6demini daha da siddetlendiren proteolitik enzimler (6rnegin
kollajenaz ve elastaz gibi) salgilarlar (32). Anti-Clq otoantikorlarmin akciger
hastaligiyla da iligkisi bulunmaktadir. Bu antikorlarin, bir C1q kollajen benzeri baglama
bolgesi igeren pulmoner sirfaktan apoprotein ile c¢apraz reaksiyona girdigi 6ne
siiriilmiistiir. Alveoler yiizey gerilimini dizenleyen pulmoner sirfaktanlarm, UV'de

pulmoner hastaligin olusumunda rolii oldugu diisiiniiliir (37).

Isminden de anilasildig1 gibi HUVS’de diisiik kompleman seviyeleri goriiliir. C3
ve C4 seviyeleri aktif hastalik sirasinda bile tespit edilemeyecek seviyeden normal
limitlere kadar degisiklik gosterebilir. Biitin HUVS hastalar1 ciddi anlamda azalmis
Clq seviyelerine sahiptir, azalmis C3 ya da C4 seviyelerine sahip olmalarma ragmen
Clq cokeltileri (IgG otoantikorlar) biitiin HUVS’li hastalarda tespit edilmelidir. Anti-
Clq antikorlar1 bir ¢ok otoimmiin hastalikta bulunmasma ragmen HUVS ve SLE igin
spesifik markerlardir. Anti-Clq antikorlar1 klasik kompleman yolagmi sivilardaki ve
dokudaki C1 aktivasyonu ile tetikleyebilir. Bu antikorlarm HUVS’de goriilen UV
lezyonlarinin patogenezindeki olasi rollerini kanitlamak i¢in direkt kanitlara ihtiyag

vardrr.

HUVS’un genetik alt yapis1 tam olarak bilinmemektedir. Literatiirde HUVS ile
iliskilendirilmis yalnizca DNASE1L3 geni bulunmaktadir (38).
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Zararli hiicre 7
a) Klasik kompleman yolag:
IgG wN#Z
C1 Kompleks
Clq, Clr, C1s

C3 Convertase
C4b
2 Come [Ga] o)
l ® @ b) inflamasyon:
t Anafilotaksin
— ., @ @ .
e @ Kemokin
| Sitokin

imm{n regiilasyon
C5 Convertase

(C2aC4bC3b) m I

- c) Lizis
& _ _.,_\(O/' ) inflamasyon

Membrane Attack Complex
(C5b, C6, C7, C8, C9)

Sekil 4: Kompleman sisteminin klasik yolla aktivasyonu

a) Klasik kompleman yolagi, IgG’nin viicuda giren zararl hiicre ile antijen-antikor kompleksi olusturmasiyla baslar.
Clq, antijen-antikor kompleksi, B-amiloid, C reaktif protein (CRP), DNA ya da apoptotik hiicrelere baglanabilir.
Baglanmadan sonra yapiya Clr ve Cls molekiillerinin katilmasiyla C1 komplesi olusur. Bu kompleks C2 ve C4’ii
parcalayarak C2a, C2b, C4a, C4b alt birimlerini olusturur. C2a ve C4b alt birimleri bir araya gelerek C3 convertase
(C2aC4b) kompleksini olugturur. Bu kompleks, C3’ii C3a ve C3b alt birimlerine bdler. C3b, C3 convertase
kompleksine baglanarak C5 convertase (C2aC4bC3b) kompleksini olusturur. Bu kompleks C5’i C5a ve C5b alt
birimlerine bdler. C5b, C6, C7, C8, C9 molekilleri bir araya gelerek Membrane Attack Complex (MAC)’1
olustururlar. Bu kompleks hiicrenin direkt par¢alanmasini saglar (39). b) C3a ve C5b molekillerinin bir araya
gelmesiyle immiin hicreler etkinlesir, endotelyal ve epitelyal hiicreler ve trombositler aktive olarak anafilotoksinler,
kemokinler, sitokinlerin saliim saglanir. Bdylece inflamasyon yaniti olusur (40).

HUVS ile iligkili olarak dolasimda C1q’nun azaldigi ve Clr ve C1s’nin normal
seviyede oldugu gosterilmistir. Hastalarm dolagiminda diisitk molekiiler agirhikli Clq
cokeltileri  (7S) bulunur (41,42,43). Hasta dolasiminda bulunan azalmigs Clq
seviyelerine ek olarak, toplam hemolitik kompleman seviyeleri (CH50) ve C2 ve C4
faktorleri siklikla azalir (43).
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Anti-Clq antikorlari, Clq’nun Kollajen benzeri kismma baglanan IgG
molekdlleridir. Anti-Clq antikorlar1t HUVS (%100), Karisik bag dokusu hastaligi
(%94), Felty’s sendromu (%76), Sistemik lupus eritematozus (%30-60) ve Romatoid
artritte (%32) gorilmektedir. Anti-C1q’nun vaskiilit patogenezindeki rolii agik degildir
(44).

HUVS’li hastalar klasik yolla kompleman aktivasyonuna bagli olarak azalmis
Clq, C2, C3 ve C4 seviyelerine sahiptir. Ayrica immiin kompleks olusumu ve vaskiler
inflomasyonun patogenezi ile iliskili olabilecek anti-Clq antikorlar1 bulunur. Ancak
bunlarin patogeneze katkisi kesinlesmemistir. Bununla uyumlu olarak vaskilit ve

glomerulonefritte bulunan immiin ¢okeltiler C1qg, C3 ve IgG igerir (45).

Anti-Clq antikorlar1 UV'ye 6zgii degildir ve vaskiiler hastalik olmasa bile,
SLE'li hastalarin dolasiminda bulunur. Dolasimdaki anti-Clq antikorlarina sahip
olabilecek diger hastaliklar arasinda Goodpasture sendromu (46) ve idiyopatik
membranoproliferatif glomerilonefrit (UV ile iliskili degildir) bulunmaktadir (47).
Kompleman C1q bilesenine kars1 antikorlar genel olarak IgG antikorlaridir ve genellikle
hipokomplementemik hastalarda bulunur. Bu korelasyon, HUV ve SLE’nin benzer
otoimmiin slrecleri igerdigine dair diisiinceyi giiglendirir. C1q otoantikorlarinin SLE ve
UV patogenezindeki rolii belirsizligini koruyor. Bu otoantikorlar pulmoner
inflamasyonun patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. Otoantikorlar bazen UV ile

iligkili bobrek hastaliginda rol oynayabilir.

UV'li hastalarda elektron mikroskobu ile agregatlarda aktive olmus trombositler
gdsterilmistir. Bu durum trombositlerin UV patogenezinde bir araci olarak olas1 bir rol
oynadigimi gostermektedir. Trombosit aktive edici faktoriin etkisi intradermal
enjeksiyon kullanilarak incelenmistir. Bu yaklasim ile endotel sismesiyle birlikte
ndtrofiller ve mononiikleer hiicrelerden olusan bir sizint1 ve enjeksiyondan 32 saat sonra
damar yikimu gosterildi (26). Urtikeryal lezyonlarin varligi nedeniyle mast hiicrelerinin
aktive olduguna inanilmaktadir. Mast hiicreleri potansiyel olarak TNF-a ve diger giiclii
inflamatuar mediyatérlerin salinmasiyla sonuglanan kompleman ile tetiklenebilir. TNF-
a, endotel hucrelerinde E-selektinin ve mast hiicrelerinde intercellular adhesion
molecule 1'in  (ICAM-1) ekspresyonunu artirabilir. Artan ICAM-1 seviyeleri
eozinofillerin goclinde 6nemli olabilir (48). Bu senaryo, UV'de urtikeryal lezyonun ilk

24 saati iginde goriilen baskin notrofilik infiltrat ile uyumludur (49).
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2.2.3.3. Klinik Ozellikler

HUVS’de ana semptomlar ates, halsizlik, yorgunluk, miyalji (kas romatizmast)
dir. HUVS'de baskin klinik bulgu tekrarlayan (Urtikerdir. Anjiyoddem hastalarin
%50'sinde gorulur; siklikla dudak, dil, periorbital doku ve ellerde ortaya g¢ikar ve
HUVS'nin ilk belirtisi olabilecegi diisiiniilmektedir (50). HUVS hastalarinda siklikla
postinflamatuar hiperpigmentasyon ile dizelebilen, 24 saatten uzun sure kalic,
yayginlasmis Kabarciklar gérillmektedir. UV postinflamatuar hiperpigmentasyon veya
purpura (mor deri dokintisu) ile diizelirken, yaygin tirtiker kalint1 olmadan duzelir (26).

HUVS’de UV lezyonlarina lokositoklastik vaskiilit (LCV) neden olur. UV
lezyonlar1 48 saatten daha uzun siire kalicidir. Yaygin Urtikerde lezyonlarin 8 ile 24 saat
icinde diizeldigi goriiliirken, UV’de genellikle 24 ile 72 saat arasinda diizelme gorilir.
UV lezyonlarmmn dizestezi (duyu uyarilarini algilama bozuklugu) ve yaygm iirtiker ile
daha ¢ok iliskili olan pruriteye (siddetli kasmti) yol actig1 tespit edilmistir (51). UV
lezyonlari, herhangi bir yerde ortaya ¢ikma egilimindedir ve palpe edilebilir purpurada
oldugu gibi alt ekstremiteleri etkileyen yaygin Urtikerden farkli olarak, gévdede ve daha

fazla merkezcil olma egilimindedir.

HUV'nin kabarmalar1 (HUVS'nin aksine), oncelikle yiz, st ekstremiteler ve
govdeyi etkiler. Ayrica avug i¢i ve tabanlar {izerinde de bulunabilirler. Her
siddetlenmede 2 ile 4 giin siiren irtikeryal lezyonlar daha sonra iz birakmadan
kaybolurlar (28). Vaskulit daha derin damarlar icerdiginde anjioddem gorilebilir.
Immiinohistokimya, damar duvarlarmda veya endotelde immiinoglobulin ve
kompleman birikintilerini gosterir. Bu tur birikintiler SLE'de vaskilit ile birlikte ortaya

¢ikar, ancak SLE hastalarinda tipik olarak bazal membran boyunca bulunurlar (23).

HUVS'yi SLE'den ayirt eden ozellik, kronik obstriiktif akciger hastaligmin
(KOAH) SLE'nin yaygin bir tezahiirii olmasidir.

Artralji (eklem agris1) ve gesitli eklemlerin artriti (iltihap), HUVS'nin en sik
goriilen sistemik belirtileridir ve vakalarin %50'sinde goriilir. Eklem agrist dolasir ve
genellikle gecicidir. Tipik olarak dirsekler, bilekler, dizler ve ayak bilekleri tutulur.
Jaccoud artropatisini iceren eklem deformiteleri olabilir; bu durumda aort ve mitral

valviilopati gibi kalp kapak¢ig1 da etkilenir (52).

Renal tutulum genellikle hafiftir, ancak bazen diyaliz gerekli olabilir (53). Sik¢a

bulunan proteintri ve hematiri, akantosit ile histolojik olarak membran6z,
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membranoproliferatif veya intra- ve ekstrakapiller glomerilonefrit olarak gorulir.
Bununla birlikte, renal biyopsi sadece proteintri (> 1g / guin), akut veya kronik progresif
bobrek yetmezliginde gereklidir. Bobrek tutulumu c¢ocuklarda daha siddetli
gorulmektedir (25).

HUVS’nin bobrek degisikliklerinin paterni goriiniiste SLE nefropatisinden ayirt
edilemez. Klinik olarak saptanabilen glomerilonefrit, SLE'li hastalarin {igte birinden
fazlasinda goriiliir ve otopside %75'inde nefrit kaniti bulunur (23). SLE ve
glomeriilonefrit hastalarinin yaklasik %30’u, glomeriler bazal membrandaki dnceden
var olan ds-DNA ve anti-dsDNA immiin komplekslerine cevap olarak C1q ¢okeltilere
sahiptir (30). Yine de, HUVS vakalarimin %50'sinde, ¢ogunlugu iyi huylu bir sekilde

tezahiir eden bobrek tutulumu vardir (31).

Akciger tutulumu dispne (nefes darhigi), 6kslrik, hemoptizi, plevral efiizyon ve
KOAH" igerir. KOAH, HUVS hastalarmin %50'sinde ortaya ¢ikmaktadir. Goriliniise
gbre HUVS'de C1q presipitanlarin prevalansi yiizde 80 ile 100 arasindadir ve bunun
obstriiktif akciger hastaligr ile iligskisi olabilir (23). Amfizem, HUVS’li hastalarin
yarisindan fazlasinda ortaya ¢ikmistir. Sigara igmek amfizem gelisimini belirgin sekilde
hizlandirsa da, sigara icmeyenlerde de HUVS ile iliskili amfizem olusabilir (24). HUVS
ile iliskili amfizem erken baslar (genellikle 30 yas) ve UV tanis1 konulduktan sonraki iki
yil igerisinde klinik olarak anlamli olabilir (54). KOAH, HUVS'de progresiftir ve

hastaligin en sik 6liim nedenidir (25).

HUVS’li hastalarin yaklasik %30'unda agri, bulanti, kusma, ishal, serozit ile
ilgili olarak asit, hepatomegali ve splenomegali gibi gastrointestinal semptomlar goralir
(25).

Hastalarin yiizde 30'unun okiiler iltihabi, 6zellikle de uveal sistemin yani sira

konjonktivit ve episklerit de vardir (20,21).

Kardiyak tutulum, kapak anomalileri (eklem deformitelerinin varliginda

bulunur) ve konjestif kalp yetmezligi seklinde ortaya ¢ikar (52).

Santral sinir sistemi nadiren etkilense de, ndrolojik bulgular nébet bozuklugu,
mononeurit, kranyal sinir felgleri, aksonal ndropati, aseptik menenjit, psodotimor

serebri, transvers miyelit ve periferik néropatidir (24,53,57).
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HUVS ayrica, Ozellikle Hodgkin ve Hodgkin olmayan lenfomalar gibi
malignitelerle de iliskilendirilebilir. Uzun sireli B lenfosit stimulasyonuna neden
olabilir, bu nedenle lenfomaya doniisebilir, ancak bu mekanizma hala tam olarak

aciklanamamustir (56).

Eger bobrek tutulumundan siipheleniliyorsa, mikroskopi ile idrar tahlili, protein
miktar belirtmesi ve mimkiinse protein analizi yapilmalidir. Nefritik bir sendrom

bulunursa bobrek biyopsisi diistiniilmelidir (25).

2.2.3.4. Teshis

UV tanisi, lokositoklastik reaksiyon, damar duvari yikimi ve fibrinojen
birikimini iceren dermal biyopsi 0Orneklerinde LCV'nin gosterilmesi ile konur.
Immiinohistokimyasal analiz ile, kan damarlarinda immiin kompleksler ve kompleman

gosterilir (23,40).

HUVS tanis1 ile ilgili olarak, 1982 yilinda (24) HUVS i¢in tam Olgiitleri
olusturulmustur. HUVS tanis1 i¢in 2 major kriter ve en az 2 minor kriter gereklidir.
HUVS ile iligkili diger klinik bulgular arasinda obstriiktif akciger hastaligi, anjiyo6dem
ve transvers miyelit ve Normokomplementemik Urtikeryal Vaskiilit periferik néropatisi

dahil olmak tizere ¢esitli ndrolojik problemler bulunmaktadir (25,52).
Major Kriterler:
-Kronik drtiker eksantemi
-Hipokomplementemi
Minor Kriterler:
-Lokositoklastik vaskiilit
-Artralji ve artrit
-Uveit veya episklerit (veya konjonktivit)
-Glomerlonefrit
-Karn agrisi
-Pozitif C1q antikoru

Dislama kriterleri, yiksek kriyoglobulinemi (kriyokrit,>%1), anti-dsSDNA veya

Sm antikorlarinin yiiksek titresi, hepatit B viriisii antijenemi, C1 esteraz seviyeleri veya
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konjenital kompleman defekti eksikligi ve yiiksek ANA titresidir; bununla birlikte,
hastalarin %50'sinin serumlarinda ANA olabilir (29,53).

2.2.3.5. Aymric1 Tani

Akut ve kronik iirtikeri ayirt etmek, olas1 bir UV vakasi basvurdugunda ilk
adimdir. Akuajenik, androjenik, basing, soguk kaynakli ve kolinerjik dahil gesitli tirtiker
tiirleri mevcuttur. Bu iirtikerlerin birgogu UV ile de iliskilendirilmistir. Klinik farklilik

tanimlandiktan sonra, baska birka¢ sendrom da kesfedilebilir.

HUVS; SLE, Muckle-Wells sendromu, Cogan sendromu, Schnitzler sendromu,

AHA sendromu ile karistirilabilmektedir.

Muckle-Wells sendromu, kriyopirin proteininin kodlamasmdan sorumlu olan
1gq44 kromozomundaki genetik mutasyondan kaynaklanir. Bu sendrom, progresif isitme
kayb1 ve bobrek tutulumu igerebilen sekonder amiloidoz ile HUVS'den klinik olarak

ayirt edilir.

Cogan sendromunda, i¢ kulak ve gbéz dokusu ile reaksiyona giren, isitme
kaybma ve gorme bozukluklarina neden olan rheoviriis-III enfeksiyonuna kars1 antikor

olusur.

Schnitzler sendromu, artralji ve atesin yan1 sira UV ve monoklonal IgM

gamopati ile birlikte ortaya ¢ikan bir hastaliktir.

AHA sendromu az anlasilmis bir hastaliktir; ancak, C1 esteraz inhibitdérinin
normal fonksiyonu ile HUVS'den ayirt edilebilir.

HUVS’yi SLE’den ayirt etmek ¢ok zordur. HUVS'nin nadir bir hastalik m
yoksa SLE’nin bir alt tipi mi oldugu konusundaki tartigmalar hala devam etmektedir.
Bazi ¢aligmalar, HUVS bulgularmmn SLE'nin atipik bir versiyonu oldugunu ve ¢ogu
durumda klasik seroloji eksikligi goz oniine alindiginda HUVS'nin ayr1 bir hastalik
olarak kabul edilecegini belirtmektedir. Ayrica, farkli cilt lezyonlar1 ve patolojik
durumlar gorulmektedir. Clq antikorlari, SLE vakalarmm %30'unda pozitif olabilir.
Bununla birlikte, ¢ift sarmalli DNA antikorlar1 yiiksek titrelerde mevcutsa, bu iki
hastalig1 ayirt etmek i¢in gerekli olan tek aywt edici faktdr olabilir. Bazi yazarlar
HUVS'nin SLE'ye olas1 gelisimini vurgularken, digerleri HUVS'nin SLE'nin Oncustu
oldugunu belirtiyor. Bir ¢alismada SLE ve HUVS'nin klinik ve laboratuvar 6zelliklerini

paylastigi, klinik ilerleme ve tedavisinin benzer oldugu, muhtemelen ayni otoimmiin
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hastalik spektrumuna diistiigii sonucuna varilmistir. HUVS'nin klinik ve imminolojik
olarak SLE'ye benzer oldugu ve SLE ile iliskili bir sendrom olabilecegi iddia
edilmektedir (28).

2.2.3.6. Tedavi

HUVS i¢in spesifik bir tedavi yoktur, ancak bir¢cok tedaviye tesebbiis edilmis
olmasma ragmen, etkili bir terapdtik yaklasima iliskin bir fikir birligi yoktur.
Antihistaminikler gecici bir rahatlama saglayabilir, ancak hastalik ilerledikce
antihistaminiklerin etkisiz oldugu diisiiniilmektedir. Eklem agrisinin semptomatik
rahatlamasi igin steroid olmayan anti-inflamatuar ajanlar etkili olabilir (51). Bu tir
hastaliklara 06zgii tedavileri ve ayrica yogun immiinosiipresyon durumlarini
gerektirebilecek, akcigerleri (yani, KOAH) veya diger organlar1 hayati tehlike icine
sokacak durumlar olusabilir. Bu nedenle, HUVS'deki tedavi kararlar1 hastanin klinik

durumuna gore kisisellestirilmelidir (28).

Bazi1 HUVS vakalari, diisiik doz prednizon, hidroksiklorokin, dapson veya diger
imminomodulatér ajanlar gibi SLE tedavisinde yaygin olarak kullanilan tedavilere
cevap verir. Ciddi HUVS vakalari, 6zellikle glomeriilonefrit veya diger ciddi organ
tutulum formlarina sahip olanlar, yiksek dozlarda glukokortikoid ve sitotoksik ajan
gerektirebilir. Tercih edilen sitotoksik ajanlar asagidakileri igerir: tek basmna veya
prednizolon ile kombine halde siklofosfamid, siklosporin A, azatiyoprin, mikofenolat
mofetil ve metotraksat uzun siire kullanilirsa hastalig1 kontrol eder. Lezyonlarin tedavisi
guc ise diger tedavi se¢enekleri, kolsisin ve rituksimab diistiniilebilir (28). Plazmaferez
ve intravendz imminoglobulin (IVIG), bdbrek fonksiyonlarmda hizli bozulma veya
kresentik glomeriilonefrit vakalarinda 0&zellikle dikkate alinmasi gereken degerli

alternatifler olarak 6nerilmistir (31).

Sekil 5’de Hipokomplementemik irtikeryal vaskiilit gelisim mekanizmasi

gosterilmistir.
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2.3. METALLOKARBOKSIPEPTIDAZLAR

Karboksipeptidazlar (CPs) , cesitli organizmalarda bircok dnemli fonksiyona
sahiptir. Gidalarin sindiriminden ndroendokrin peptidlerin segici biyosentezine kadar
degisen fonksiyonlara sahip insan metalokarboksipeptidaz gen ailesinin bilinen 14 tyesi
vardir. Bakterilerden ve bitkilerden elde edilenler de dahil olmak UGzere bitin
metallokarboksipeptidazlar, genel domain yapisinin yani sira amino asit sekansi
benzerlikleri dikkate alinarak iki alt aileye ayrilabilir. Sindirim enzimleri CPA1, CPA2
ve CPBL1’i iceren grup A/B alt ailesi olarak adlandirilmistir. A/B alt ailesinin tiim
uyeleri, aktif CP domaininin katlanmasina yardime1 olmak i¢in bir saperon gorevi goren

90 amino asit uzunlugunda bir N-terminal pro bolgesi igerir.

Metallokarboksipeptidazlarin  diger alt ailesi CPN, CPE, CPM, CPD
proteinlerini igerir ve bu grup N/E alt ailesi olarak adlandirilir. Bu alt aileye diizenleyici
CP'ler denir. A/B alt ailesi Uyelerinin aksine, N/E alt ailesinin tim Gyeleri aktif CP
domainine ve sinyal peptidine ek olarak birkagc domain daha icerir. Ayrica, N/E alt
ailesinin tiyeleri, enzim inhibitorleri olarak islev géren pro-domainlerden yoksundur;
CPM, CPN ve CPD bu bdlgeden tamamen yoksundur, oysa CPE bilinmeyen bir islevi
olan kisa bir pro-domaini igerir. N/E alt ailesinin Gyeleri, protein-protein ve/veya
protein-zar etkilesimlerinde islev gordiigii diisiiniilen ve proteini salgi yolu i¢indeki

veya hiicre disindaki belirli bolumlere hedefleyen domainler icerir (57).

2.3.1. Sitozolik Karboksipeptidazlar

Mikrotubuller (MT'ler), a/B-tubulin heterodimerlerinden olusan dinamik,
polarize polimerlerdir ve hiicre iskeletinin en biiyiik filamentlerini olustururlar. MT'ler
Okaryotik hucrelerde hiicre sekli ve hareketliligi, hiicre i¢i organizasyon ve tagima gibi
cesitli hiicre yapilarma ve fonksiyonlarina katilir. Dahasi, MT'ler, kompleks

organellerin, silialarm ve flagellalarin bel kemikleri olan aksonomlarn kilit yapilaridir.

Sitozolik  karbopksipeptidazlar  (CCP1-CCP6), 0zellikle tubulin  gibi
poliglutamile edilmis proteinlerin deglutamilasyonundan sorumludur. Poliglutamat
zincirlerinin olusumu, tubulin tirozin ligaz benzeri (TTLL) enzim ailesi tarafindan
katalizlenir. Buna karsilik, CCP'ler poliglutamat zincirlerinin bozulmasindan ve

glutamat rezidiilerinin uzaklastirilmasidan sorumludur (58).

Simdiye kadar, M14 metallokarboksipeptidazlarin bir alt ailesi olan sitozolik

karboksipeptidazlar (CCP'ler) ailesinde sadece deglutamilazlar tanimlanmistir. Daha
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once yapilan caligmalarda CCP1, CCP4 ve CCP6’nin deglutamilasyon aktivitesi
gosterilirken, CCP2 ve CCP3 (AGBL3)’un deglutamilasyon aktivitesi gostermemistir.
Bunun sebebi olarak bu proteinlerin hiicre hatlarinda ifade edilmesinin zorlugu olabilir.
Bu sorunun ustesinden gelmek icin yapilan bir ¢alismada CCP2 ve AGBL3’iin insan
izoformunu kullanmislardir. Yapilan deneyler sonucunda CCP2 ve AGBL3’iin
miktoribll diizeyinde uzun Glutamat zincirlerini hidrolize edebildigi (deglutamilasyon)

ve A2-tubulin iiretebildigi gosterilmistir.

AGBL3 Glutamat’m yan1 sira C-terminaldeki Aspartat reziddlerini de hidrolize
(deaspartilasyon) edebilir. AGBL3 Glutamat ve Aspartat uzaklastirmasmi esit
verimlilikle katalize eder. Oysa CCP ailesindeki diger enzimler Aspartat uzaklastirmasi
icin zayif aktivite gosterirler. AGBL3 disinda diger CCPler bu reaksiyonu etkin bir

sekilde katalize etmek i¢in 6zel kofaktorler veya diizenleyiciler gerektirebilir.

CCP2 ve AGBLS3 silli dokularda; testis, trake ve akcigerde ifade edilir. AGBL3,
retina ve adipoz dokuda nispeten daha kuvvetli bir sekilde ifade edilir. CCP2/3, CCP1
ile kiyaslandiginda organlarda nispeten daha diisiik ifade edilir. CCP1’in bu yiiksek
ifadesi, deglutamilasyon reaksiyonlarinin biiyilk bir kismin1 katalize ettigini

gostermektedir.

Agbl2/3 double knockout (KO) farelerde belirgin fenotipik degisiklik bulunmaz.
Yabanil tip (WT) farelere kiyasla KO farelerin testislerinde ve spermlerinde tubulin
poliglutamilasyonu arttigi gozlenmistir. Testis ve sperm disinda baska hi¢bir organda
tubulin poliglutamilasyon seviyelerinde tespit edilebilir degisiklikler olmamustir.
CCP2/3’iin spermde Myosin light-chain kinase 1 (MLCK1)’in deglutamilasyonuna
tamamlayici olarak dahil oldugu, ancak diger enzimlerin (CCPlerin) yetiskin farelerde
bu iki enzimin yoklugunu telafi edebilecegi ileri siiriilmiistiir. Bazi organlarda CCP2,
AGBL3 veya her ikisinin de MLCKI’in deglutamilasyonunda rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir.

Aynt ¢aligmada CCP’ler farkli bakteri proteinlerinden yararlanarak
modellenmistir. Bu modellerde 255.pozisyondaki Arjinin (S1° altbiriminde bulunan)
CCP’lerin ~ substrat  tercihlerinin  belirlenmesinde ~ onemli bir rol oynar.
Metallokarboksipeptidazlarda 255. pozisyondaki rezidii direkt olarak substratin C-

terminal yan zincirine baglanir. Bu pozisyonda bazik amino asit olmasmin CCP2 ve
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AGBL3’ilin asidik amino asitleri tercih etmesine neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Sekil

6’da AGBL3’iiniin yapisal modellemesi gosterilmistir.

Sekil 7’de ise karboksipeptidazlarin aktif bdolgesine baglanan substratin
baglanma bolgeleri gosterilmistir. P1” altbirimi substratin pargalanacak olan C-terminal

subtrat kalmntisidir (59).

Sekil 6: CCP3’iin yapisal modellemesi (59)

R255: 255.pozisyondaki korunmus Arjinin

Substrat Bolliinme Bolgesi

l

SFOOR@

cooH

Sekil 7: CCP’lerin aktif bolgesindeki susbstrat baglanma kismm (59)

Substrat reziduleri: P4-P3-P2-P1-P1’; CCP karsihigi: S4-S3-S2-S1-S1°; P1°: parcalanacak olan C-terminal substrat
kalintist

293T insan embriyonik bobrek hiicre hattinda CCP1’in asir1 eksprese edilmesi

veya knockout edilmesi hiicre ici peptidlerin seviyesini degistirmemis, ancak A2-tubulin
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seviyelerini 5 kattan fazla degistirmistir. CCP1’in birincil islevinin peptid degredasyonu
degil tubulin islenmesi oldugu ileri siiriilmiistiir. Saflagtirilmis CCP1, domuz beyni a-
tubulini veya polimerize HEK293T hucrelerinin miktotiibiillerinde A2-tubulin Uretir.
Ayrica CCP’in domuz beynindeki a- ve B-tubulin poliglutamil yan zincirlerinden
Glutamat rezidiilerini ¢ikardigi ve a-tubulinin C-terminalinden 2 tane Glutamat

¢ikaridigi A3-tubulin formunu olusturdugu gosterilmistir.

Zebra baliginda ccp genleri tanimlanmistir. Kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu ile (qPCR) yapilan analizde ccpl, ccp2, ccp5 ve ccp6 mRNA’lari
fertilizasyondan sonra 5-8 giin araliginda en yiiksek seviyelerde tespit edilmistir. ccpl,
ccp2 ve ccpS mRNA'lart agirliklhi olarak beyin, koku alma plakodlar1 ve pronefrik
kanallar gibi dokularda ifade edildi. Zebra baliginda ccpl ve ccpS mRNA’larinin
morfolino oligoniikleotid aracili olarak knowdown edilmesi ventral viicut egriligi ve
hidrosefali fenotipi ile sonuglanmistir. Morfant zebra baligimin konfokal mikroskobu
goruntusinde koku alma plakodlarda bozuk morfoloji ve pronefrik kanallarsa artmis
poliglutamilasyon saptandi. Bu veriler CCP1 ve CCP5'in gelisimsel siireglerde 6zellikle
silialarin gelisimi ve isleyisinde onemli rol oynadigmi disiindiirmektedir. Bu benzer
sonuglar her CCP’nin mikrotiibiil modifikasyonlarinda ve siliyer fonksiyonda bir gorevi
olabilecegini ve diger CCP’lerin bir diger CCP kaybin1 telafi edemedigini
gostermektedir (60).

2.3.1.1. Sitozolik Karboksipeptidaz 3 (CCP3/AGBL3)
Yapisal modelleme ve enzimatik analizler CCP2 ve AGBL3'Un asidik amino

asitleri spesifik olarak hidrolize eden karboksipeptidazlar oldugunu gostermistir. CCP2
ve AGBL3 post-translasyonel protein diizenlemesinde énemli bir fonksiyonel roli

oldugunu ileri siirtilmistiir.

AGBL3’in  deglutamilasyon ve deaspartilasyon aktivitesi  gosterdigi
kanitlanmistir. AGBL3’iin testis, trake, akciger, retina, adipoz dokuda yiiksek oranda
eksprese edildigi gosterilmistir (59). AGBL3 proteinin iligkili oldugu diger proteinler

String programindan yararlanarak Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8: AGBLS3 proteini ve iligkili oldugu proteinler

*(String-db database version 11.0’dan alinmistir)
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AGBL3 proteini, 1001 amino asitten ve iki fonksiyonel domainden

olusmaktadir. Diger karboksipeptidazlarda bulunmayan sitozolik karboksipiptidaz

domaini CCP’lere 6zgiidiir. Bu domain katlanmaya katkida bulunabilir, diizenleyici bir

etkisi olabilir ve/veya diger proteinlere baglanabilir. Metallokarboksipeptidazlar M14

peptidaz domaini ile polipeptid zincirlerinin C-terminal ucundan tek amino asit

hidrolize eden ve C-terminal karboksil grubu igin tanima bdlgesi olan (spesifitenin

belirleyicisi) zinc-binding karboksipeptidazlardir. Bu bolgeler Sekil 9°da gosterilmistir.

AGBL3 geninde tanimlanmis varyantlar Tablo 2’de gdsterilmistir.

I I I I I I I | I I
100 200 300 400 500 600 700 800 900

Peptidaz M14 Domaini
(karboksipeptidaz A)

Sitozolik Karboksipeptidaz Domaini
(N-terminal)

Sekil 9: AGBL3 proteini domainleri

1001

Sitozolik karboksipeptidaz domaini 171-297.amino asitler arasidir. Peptidaz M14 domaini 322-540.amino asitler

arasidir. *ebi database’inden yararlanilmistir



Tablo 2: AGBL3 geni tammlanmus varyasyonlar (GRCh38 referans alinmstir)

Nukleotid

Genomik lokasyon

Amino asit

degisikligi

Durum

NC 000007.14:2.135032897T>C

NC 000007.13:2.134718954C>T

NC 000007.13:2.134730252C>T

NC 000007.13:2.134764969G>A

NC 000007.13:2.134819584C>A

NC 000007.13:2.134819601C>T

: 135032897

: 135034203

: 135045501

: 135080217

: 135134832

: 135134849

Sessiz mutasyon

Sessiz mutasyon

Yanlig

anlamli mutasyon

Sessiz mutasyon

Belirtilmemis

Yanlis

anlamli mutasyon

Olast
benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Olas1

benign

*(ClinVar’dan alinmigtir) NM_178563.4


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.14?report=graph&mk=135032897|NC_000007.14/:g.135032897T%3EC|green
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.13?report=graph&mk=134718954|NC_000007.13/:g.134718954C%3ET|green
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.13?report=graph&mk=134730252|NC_000007.13/:g.134730252C%3ET|green
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.13?report=graph&mk=134764969|NC_000007.13/:g.134764969G%3EA|green
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.13?report=graph&mk=134819584|NC_000007.13/:g.134819584C%3EA|green
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000007.13?report=graph&mk=134819601|NC_000007.13/:g.134819601C%3ET|green

3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kitler ve Kullanilan Kimyasallar
Genomik DNA izolasyon Kiti (Invitrogen)

Tag DNA Polimeraz (Thermo Fisher)

Tag DNA Polimeraz PZR Buffer 10X (Thermo Fisher)
Platinium Tag DNA Polimeraz (Thermo Fisher)

dNTP (Thermo Fisher)

MgCl. (Thermo Fisher)

Integrated DNA Technologies Primer (Sentebiolab)
DNAsize Marker (Gene Ruler)

Agaroz (Thermo Fisher)

DNA Jel Loading Dye 6X (Thermo Fisher)

Etidyum Bromur (Thermo Fisher)

EDTA’H tiip

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Buz Makinas1 (Cornelius)

Buz dolab1 -80 °C (Thermo Scientific)

Buzdolab1 +4 °C / -20 °C (Beko)

Distile Su Cihaz1 (Milipore)

Spektrofotometre (Nanodrop - Thermo Fischer Scientific)
Laminar Akish Steril Kabin (Nuanre)

Otoklav

Pipet Seti (Gilson)
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Vorteks (Stuart)

CCD Kamerali Jel Goruntileme Sistemi (UVP)
Sicak Blok (Techne)

Yatay elektroforez tanki1

Sogutmali Santriflij (Rotanta460r)
Microfuge Sogutmali Mikrosantrifuj
Ceker Ocak

Gel Elektroforez Midi 14cm*16¢cm
Giic Kaynagi, 1000 V

Hassas Terazi

Manyetik Karistirici-Isitici

PCR Cihaz1 Eppendorf

Su Banyosu (Memert)

Elektroforez Tank1 (Biorad)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hasta Ornekleri

Bu calisma igin gerekli hasta ornekleri Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali Romatoloji Bilim dali tarafindan saglanmistir. Calismada gerekli olan
etik kurul onayr Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan (05.08.2019, No.: 903)
alimmistir. Hastalara bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak 5 ml periferik kanlar1

alimmigtir. Taranan hastalar DNASE1L3 genindeki mutasyonlar agisindan negatiftir.

Sekil 10°da gorulen aile bireylerinde ve ayrica iki pediatrik hastada mutasyona
analizi yapilmistir. Sekil 10°da goriilen hasta erkek ¢ocukta hastalik baslangic yasi
13°tiir. 55 yasindaki babada Mukokutanéz Behget bulunmaktadir. 48 yasinda olan anne
sagliklidir.
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Sekil 10: Aile Agaci

3.2.2. Kandan DNA Izolasyonu
Total DNA izolasyonu i¢cin DNA izolasyon kiti protokoliine gore yapilmistir.

1) 10 ml’li EDTA’L tiipte bulunan kandan 200 ul alinarak {izerine 20 ul

Proteinaz K konuldu.

2) 8 dakika 55 C’de bekletildikten sonra Uzerine 20 ul RNAz A konularak

vortekslendi ve 2 dakika inkiibe edildi.

3) Uzerine 200 ul Genomic Lysis/Binding Buffer eklenerek vortekslendi ve 55
C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4) 200 ul %96-100 etanol eklenerek vortekslendi. Hazirlanan lizat spin kolonuna
alind1 ve 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipii atilarak temizi ile
degistirildi.

5) 500 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilikten sonra

toplama tiipii atilarak temizi ile degistirildi.

6) 500 ul Wash Buffer 2 eklendi ve maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Spin kolonu 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind.

7) Filtrenin Gzerine 30 ul Genomic elution buffer eklendi. 1 dakika oda

sicakliginda inkiibe edildikten sonra maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

8) Kolon maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen DNA

ornekleri +4 °C’de sakland.
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3.2.3. Primer Tasarlanmasi
AGBL3 geninin ekzon bdlgelerinden 15 tanesi (tasarlanan bitin bdlgeler
dizilendi) icin NCBI primer designing tool kullanilarak Forward ve Reverse yonli

primerler tasarlanmistir.

Primerler tasarlanirken kendi lizerine katlanma skorlarmma, GC igerigine, Tm
baglanma sicaklig1 6zelliklerine dikkat ederek ekzon bolgelerini kapsayacak sekilde

tasarlanmistir. Tasarlanan primer dizileri Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: Primer Dizileri

Gen Bolgesi Primer Dizisi

AGBL3 2.ekzon forward 5" GTCTTATTGTGGTTGTTGTCTCGT 3’
AGBL3 2.ekzon reverse 3> GCATAGTGTTCCCAGTGATAGC &’
AGBL3 3.ekzon forward 5 TTGGGTGCATTGAGACCAGT 3’
AGBL3 3.ekzon reverse 3> GGCTTACCTAAAACAAACCTGAAA S’
AGBL3 4.ekzon forward 5> GGAGTTGGTATTTTTCTTCTTCCCA 3’
AGBL3 4.ekzon reverse 3> GTCTGAATCCCCCAAACTGCT 5
AGBL3 5.ekzon forward 5 ACCCCACACAAAACACTACA 3
AGBL3 5.ekzon reverse 3> ACTGGCTCTAAATCAACACTTGGA 5’
AGBL3 6.ekzon forward 5" CGAACACCTTTGAAGCAGCC 3’
AGBL3 6.ekzon reverse 3> TACTCCCCTCCTCCACAACAA S’
AGBL3 7.ekzon 1.bdlge forward 5" GCAGTTTCTCATCCAATAAAAGGG 3’
AGBL3 7.ekzon 1.bdlge reverse 3> AGGTATTCTTGCAGGTTGGTGT 5’

AGBL3 7.ekzon 2.bélge forward 5" TAGGAACAACCCAGGCCAAG ¥’




AGBL3 7.ekzon 2.bolge reverse

AGBL3 8.ekzon forward

AGBL3 8.ekzon reverse

AGBL3 9.ekzon forward

AGBL3 9.ekzon reverse

AGBL3 10.ekzon forward

AGBL3 10.ekzon reverse

AGBL3 11.ekzon forward

AGBL3 11.ekzon reverse

AGBL3 12.ekzon forward

AGBL3 12.ekzon reverse

AGBL3 13.ekzon forward

AGBL3 13.ekzon reverse

AGBL3 14.ekzon forward

AGBL3 14.ekzon reverse

AGBL3 15.ekzon forward

AGBL3 15.ekzon reverse

AGBL3 16.ekzon forward

AGBL3 16.ekzon reverse

AGBL3 17.ekzon forward

AGBL3 17.ekzon reverse

3> TGAATGAGATTGTGGGAGCAA S’

5 GGGCAAAGGCAAGAGTGAAA 3°

3> TCTGCTATCTCACATGGGCAA 5°

5" CACAGGTCAGGAAATAAAAAGTAGC 3

3> TCCCCTTAAAAACAACAAGCATT §°

5 GATGGTGGAAAAGGAACAAGGG 3’

3> AAGTGCTAAAACCCCAACAACA S’

5 GTTGTTGGGGTTTTAGCACTT 3’

3> CCACCACTTACAGTTGGGATT 5’

5> TTAAGATGCCACCAAAACACTG ¥

3> AGGCTACCACCTCTGTCACTA 5°

5" CATGTCTGCATATGTACTCTTTGAT 3’

3> GCCCACCTCTCATCTGTCAA 5°

5" AAGCCCCCTTTACTGCCAAAA 3’

3’ CACTGCGCTTGGATTGTTGT 5

5> AATATGAAATGTAAATGGGCGAGTT 3°

5" ACTGTTTCCCCTGTGTATTTCT 3°

5> CCCTGAAACCTGCTCGATTTAC 3°

3> GCCAAATGTGATGGAGCTGAC 5°

5> GGCTGAGGTTAGAGTAGGTATCC 3’

3> AAGGGGAGAGATAGGGAAAGGG 5’
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3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
PZR kullanilarak istenen bolgeler, tasarlanan primerler yardimiyla ¢ogaltildi.
Dizilemeye gidecek ornekler icin total hacim 40 ul olarak belirlendi. PZR malzemeleri

ve kosullar1 Tablo 4, 5, 6 ve 7°de gosterilmistir.

Tablo 4: PZR kansim (2, 3,4, 5, 6,7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17. Ekzon bdlgelerinin
amplifikasyonu igin)

Malzeme Miktar
10X Buffer 4ul
MgCla 2,4ul
dNTP 3,2ul
Forward Primer 1,6 ul
Reverse Primer 1,6 ul
Taq DNA Polimeraz 0,24 ul
dH:0 25,96 ul
DNA 1ul

Tablo 5: PZR kosullan (2, 3, 4,5, 6, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17. Ekzon bdlgelerinin
amplifikasyonu igin)

Basamak Sicakhk Zaman Doéngl
On Denattirasyon 95°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Amplifikasyon Degisken 30 saniye 37
Uzama 72°C 30 saniye




72°C 5 dakika 1
Soguma 4°C
Tablo 6: PZR karisimu (8. Ekzon icin)
Malzeme Miktar
10X Platinium Buffer 4.ul
MgSOs 2,4 ul
dNTP 3,2ul
Forward Primer 1,6 ul
Reverse Primer 1,6 ul
Platinium Tag DNA Pol. 0,24 ul
dH:0 25,96 ul
DNA 1ul
Tablo 7: PZR Kkosullar1 (8. Ekzon i¢in)
Basamak Sicakhk Zaman Doéngl
On Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1
Denatirasyon 94 °C 30 saniye
Amplifikasyon Degisken 30 saniye 37
Uzama 68 °C 30 saniye
68 °C 5 dakika 1
Soguma 4°C -

33
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3.2.5. Jel Elektroforezi
PZR friinleri jel elektroforezi ile yiiriitiilerek istenen bolgenin ¢oglatilip

cogaltilmadigi kontrol edildi.
1) 50 ml 1X TAE’nin i¢ine 1 gram agaroz tartilarak eklendi (%2’lik jel i¢in)
2) Karisim mikrodalgada 1sitilarak kaynamasi beklendi.
3) Kaynayan karisima 2.5 ul Etidium Bromiir (EtBr) eklendi. Kasete dokiildii.

4) Jel donduktan sonra kaset tanka alindi. 1X TAE eklendi. Ornekler loading

dye ile karistirtlarak yiiklendi. Orneklerin yanma marker yiklendi.

5) Ornekler 80 V’da yiiriitiildii. Marker band biiyiikliikleri ayrilacak kadar

yiiriitiildiikten sonra, transilluminator cihazinda UV 151k altinda jelin goriintiisti alind1.

3.2.6. Sanger Dizileme
Sanger dizileme, PZR drinlerinin zincir sonlandirma metotu ile okunmasina
olanak saglar. Hedef diziler referans genom ile karsilastirilarak farkli olan bolgeler

arastirildi

Istenilen ekzon bdlgelerinin ¢ogaltildigi PZR iiriinleri dizilendi. Dizileme i¢in

hizmet alimi1 yapild1.

3.2.7. Biyoinformatik Araclarla AGBL3 Proteini 3D Yap1 Modellemesi

Dogal AGBL3 ve erken terminasyon sonucu olusan kisa (truncated) AGBL3
proteinlerinin 3D yap1 analizi bioinformatik araglar yardimiyla gergeklestirildi. Erken
terminasyona sebep olan mutasyon, protein yapisinda ve stabilitesinde Onemli
degisikliklere neden olur. Bu amacgla dogal AGBL3 proteini modellemesi SWISS-
MODEL  (http://swissmodel.expasy.org/)’de  automated homology  modelling
kullanilarak yapild1. Olusturulan bu yapilar PROCHECK
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECKY/) aract kullanilarak
dogrulandi (61).

Erken terminasyon sonucu olusan kisa AGBL3 proteini SWISS PDB Viewer

kullanarak olusturuldu. Protein modellerini en uygun konformasyon enerji
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minimizasyonuna getirmek icin, varsayilan olarak Gromacs algoritmasini kullanan

NOMAD-Ref (http://lorentz.immstr.pasteur.fr/nomad-ref.php) kullanildi (62).

3.2.8. Modellemesi Yapilan Proteinlerin Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

SPPIDER  solvent erigilebilirligi  tabanli  Protein-Protein  Interface
iDEntifikasyon ve Recognition (http://sppider.cchmc.org/), proteinlerin 3D yapisindaki
solvent erisilebilirligini ve ikincil yapilarini tahmin eden bir sunucudur (63). Ikincil yap1
ve solvent erigilebilirliklerinin tahmini i¢in, Polyview3D - Dictionary of Secondary
Structure Protein (DSSP) kullanild:.

SRide (http://sride.enzim.hu/) sunucusu, protein 3D yap1 stabilizasyonunda
onemli rol oynayan stabilize edici rezidiilerin (SR) taranmasi i¢in kullanildi. Protein

sekanslar1 arasinda bu stabilize edici rezidiilerin yiiksek korunurlugu gosterildi (64).

FlexPred  (http://flexpred.rit.albany.edu/) web  sunucusu proteinlerdeki
konformasyonel anahtarlarda (switch) yer alan rezidii pozisyonlarii tahmin etmek i¢in
kullanildi. Bu web sunucusu, bu tiir sirali konformasyon anahtarlarinda (switches) yer

alabilecek rezidii pozisyonlarmm1 tahmin eder. FlexPred c¢iktis1i ’R°(rigid) and

"F(flexible) etiketlerinden olusur (65).

HBAT, baglanmamis tiim etkilesimler i¢in protein yapist PDB dosyalarinin
analizinde kullanilan otomatik bir aractr. HBAT'm bir protein yapisindaki tiim
etkilesimler hakkinda kullanic1 dostu bir sekilde bilgi saglamadaki kompakthgi, diger
mevcut araglara gore bir avantajdir. Program, bagl ligandlar1 olan PDB yapilari
hakkinda ek bilgi gerektirmez (66).
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4. BULGULAR

4.1. Jel Elektroforezi Goruntuleri
PZR yontemiyle ¢ogaltilan gen bolgeleri jel elektroforeziyle yiiriitiildi. PZR

urund boyutuna gore istenilen bdolgenin amplifikasyonu ve spesifik olmayan
amplifikasyonun varlig1 agisinda kontrol edildi. Jel elektroforezi goriintiileri Sekil

11,12,13 ve 14’de gosterilmistir.

Sekil 11: AGBL3 geni 2. ve 4. ekzon bolgeleri jel gérintusi

Sekil 12: AGBL3 geni 8. ekzon bdlgesi jel goruntusu



Sekil 13: AGBL3 geni 5, 7.2, 9, 10.ekzon bolgeleri jel géruntisi

Sekil 14: AGBL3 geni 6. Ekzon ve 7.ekzon 1.bdlge jel géruntusi

37



38

4.2. Sanger Dizileme Sonuclari
HUVS’li bir ailede (trio) (Sekil 9) yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak,
ekzon dizileme yontemi ile AGBL3 geninde ¢.769C>T mutasyonu saptandi. Anne (2.
Hasta) ve baba (3. Hasta) mutasyon agisindan heterozigot, hasta olan erkek cocuk (1.
Hasta) ise homozigot bulundu. Bu mutasyon proteinin erken terminasyonuna
(p.GIn257Ter) neden olan nonsense mutasyondu. Hastalarda ¢.769C>T bdlgesinde

mutasyon goriilme durumlari1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8: Hastalarin Ozellikleri

Hasta No. Tam €.769 bolgesinde mutasyon
1 HUVS VAR (homozigot)
2 Saglikli VAR (heterozigot)
3 Mukokutan6z Behget VAR (heterozigot)
4 HUVS YOK
5 HUVS YOK

€.769C>T mutasyonu AGBL3 proteininde sitozolik karboksipeptidaz domaninde

bulunmaktadir. Mutasyonun bulundugu yer Sekil 15°de gosterilmistir.

257

| I I I I | | I | I 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900
1 1001

Peptidaz M14 Domaini
(karboksipeptidaz A)

Sitozolik Karboksipeptidaz Domaini
(N-terminal)

Sekil 15: AGBL3 proteininde ¢.769C>T mutasyonu konumu
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4. ve 5. hasta Orneklerinin Sanger dizileme sonuglar1 Codoncode Aligner

programi ile analiz edilmistir. 4.hastanin Codoncode programi ile analizi sonucu

saptanan varyasyonlar1 Tablo 9°’da gosterilmistir. 4. Ve 5. Hastalarda ¢.769C>T

mutasyonu saptanmadi.

Tablo 9: 4. hastamin varyasyon tablosu (GRCh38.p12 referans alinmmstir)

Niikleotid Protein

Mutasyon o Bolge rs Numarast MAF Degeri
degisimi degisimi
T-C . )

chr7:134989207 ) Intron varyanti 2.intron rs12671813 C=0.4146
(heterozigot)
G>C

chr7:135017105 . E[GAA]>Q[CAA] 5.ekzon rs4236655 C=0.9978
(homozigot)
C>G

chr7:135034800 ] L[CTC]>L[CTG] 7.ekzon rs9656447 G=0.9978
(homozigot)
Delesyon . .

chr7:135059317 Intron varyanti 13.intron  rs146909058  delA=0.5146

(heterozigot)

4.hastada AGBL3 geni ekzon bdlgelerinin dizilenmesi sonucu elde edilen

kromotografi gorintileri Sekil 16,17,18,19 ve 20’de verilmistir.
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Sekil 16: 4. hastada AGBL3 geni 2. Intronunda rs12671813 polimorfizminin bulundugu

bolgenin sanger dizleme sonuclarimin goriintiisii.

rs12671813 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. T-C heterozigot oldugu goriilmektedir.

140

Sekil 17: 4. hastada AGBL3 geni 5. Ekzonda rs4236655 polimorfizminin

bulundugu bélgenin sanger dizleme sonuclarimin goriintiisii.

rs4236655 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. G>C homozigot oldugu goriilmektedir.




= T & C
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e WA

bélgenin sanger dizleme sonuclarimin goriintiisii.

rs9656447 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. C>G homozigot oldugu goriilmektedir.

Sekil 18: 4. hastada AGBL3 geni 7. Ekzonda rs9656447 polimorfizminin bulundugu

bolgenin sanger dizleme sonuclarimin goriintiisii.

f
Sekil 19: 4. hastada AGBL3 geni 13. intronda rs146909058 polimorfizminin bulundugu

rs146909058 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. A bazi delesyonu oldugu goriilmektedir.
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Sekil 20: 4. hasta; 7. ekzonda cDNA’mn 769. Pozisyonunda C alleli.

Ailede bulunan ¢.769C>T mutasyonu gézlenmemektedir.

5.hastanin Codoncode programu ile analizi sonucu saptanan varyasyonlar1 Tablo

10’da gosterilmistir.

Tablo 10: 5. hastanin varyasyon tablosu (GRCh38.p12 referans alinmstir)

Nukleotid Protein ) rs MAF
Mutasyon . . Bolge
Ozelligi Ozelligi Numaras1  Degeri
T>C .
chr7:134989207 Intron varyanti 2.intron  rs12671813 C=0.4146

(heterozigot)

G>C
chr7:135017105 ) E[GAA]>Q[CAA] 5.ekzon  rs4236655 C=0.9978
(homozigot)

C>G
chr7:135034800 ) L[CTC]>L[CTG] 7.ekzon rs9656447  G=0.9978
(homozigot)

5.hastada AGBL3 geni ekzon bdlgelerinin dizilenmesi sonucu elde edilen

kromotografi goruntileri Sekil 21,22,23 ve 24°de verilmistir.
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Sekil 21: 5. hastada AGBL3 geni 2. intronda rs12671813 polimorfizminin bulundugu
bolgenin sanger dizleme sonuclarinin goriintiisii.

rs12671813 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. T>C heterozigot oldugu goriilmektedir.

c c & &4 C G & & C T T & & &4 A& & C &
140

Sekil 22: 5. hastada AGBL3 geni 5. Ekzonda rs4236655 polimorfizminin bulundugu
bolgenin sanger dizleme sonuclarimn goriintiisii.

rs4236655 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. G>C homozigot oldugu goriilmektedir.
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Sekil 23: 5. hastada AGBL3 geni 7. Ekzonda rs9656447 polimorfizminin bulundugu
bélgenin sanger dizleme sonuclarimin goriintiisii.

rs9656447 polimorfizmi ok ile gosterilmistir. C>G homozigot oldugu goriilmektedir.

T T ¢ & C T & & C & G & G & & T & G G & GG & C
370 350

MM AV A

Sekil 24: 5. hasta; 7. ekzonda ¢cDNA’mn 769. Pozisyonunda C alleli.

Ailede bulunan ¢.769C>T mutasyon gdzlenmemektedir.
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4.3. Protein Modelleme
SWISS-MODEL araci kullanilarak olusturulan dogal AGBL3 proteini ve

SWISS PDB Viewer araci kullanilarak olusturulan erken terminasyonla olusan kisa

AGBL3 proteini modelleri Sekil 25°de gdsterilmistir.

Dogal protein 409 amino asit uzunlugunda modellenmistir. Mutant proteinde
257.pozisyonda stop kodonu olustugu icin 256 amino asit uzunlugundadir.

256.pozisyonda Triptofan amino asiti gosterilmektedir.

A)

B)

Sekil 25: Dogal ve Truncated AGBL3’iin 3D yapis1

a)Dogal AGBL3 proteini b) Truncated AGBL3 proteini
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4.4. Dogal ve Truncated Protein Arasindaki Yapisal Farklar

Protein yapilarinda stabilitenin ¢esitli non-kovalent etkilesimler (hidrofobik, van
der waals, non-kovalent ve elektrostatik etkilesimler) yoluyla saglandigi bilinmektedir.
(67). Hidrofobik etkilesimlerin protein katlanmas: igin itici glic oldugu
diistiniilmektedir. Benzer sekilde, katlanmaya direnme egilimi, protein yapisindaki
rezidiiler arasindaki igbirlik¢i (cooperative) etkilesimlerden tiiretilir (68). SPPIDER,
truncated AGBL3 modellerinin ikincil yapilarindaki dogal AGBL3 modellerine gore
farklihig1 dngdrmiistiir (Tablo 11). Ikincil yapidaki énemli degisiklik, protein katlanmasi
ve hiicre i¢i1 etkilesimlerdeki olas1 degisikligi tahmin etmistir.

Tablo 11: SPPIDER Tarafindan Ongériilen dogal ve Truncated AGBL3 Proteininin Ikincil
Yapilar ve Solvent Erisilebilirliginin) Karsilastirmah Analizi

s Solvent Erigilebilirligi
Ikincil Yap1 (SABLE)
Beta iplik Tam
Pozisyon : Halka (strand) Gomala Agrkta
Heliks ’ olan
No. (Coil) olan )
) bolgeler
bolgeler
Dogal
1 AGBL3 84 219 106 37 5
Protein
Truncated
2 AGBL3 0 57 38 21 5
Protein

Dogal AGBL3 ve truncated AGBL3 proteinlerindeki stabilize edici rezidilerin
SRide tarafindan analizi, Tablo 12'de gosterilen stabilize edici rezidiilerdeki degisimi
ongordld. Truncated AGBL3 protein modeli 192. pozisyonda glutamin ve 193.
pozisyonda 16sin eklendigini gosterdi. Ayrica, dogal AGBL3 protein modelinde bulunan
tlim stabilize edici reziduler truncated AGBL3’de delesyona ugramusti.

Tablo 12: SRide ile Analiz Edilen Dogal ve Truncated AGBL3 Proteinlerinin Stabilize
Edici Reziduleri

No. Protein Stabilize Edici Reziduler
Mevcut Yeni Olusan
1 Dogal AGBL3 PHEAZ210, PHEA223, SERA279,
Protein LEUA280
2 Truncated GLNA192, LEUA193
AGBL3
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Protein

Flexpred, Tablo 13'de gosterilen dogal AGBL3 ve truncated AGBL3 protein

modelindeki esnek rezidiilerdeki degisimi Ongérmiistiir. Truncated AGBL3 protein

modeli ¢esitli pozisyonlarda esnek rezidiilerin delesyonunu gosterdi. Ayrica, esnek
rezidilerin 15, 37, 38, 39, 41, 54, 55, 56, 68, 71, 74, 76, 79, 80, 81, 88, 91 ve 94

pozisyonlarinda ilavesi bulunmustur.

Tablo 13: Dogal ve Truncated AGBL3 Protein Yapilarinda Esnek Rezid{

Pozisyonlarindaki Degisiklikler

No. Esnek Rezidtler
1,2,3,4,5,40,92, 93, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 114, 127,
1 . . chLs 128, 153, 154, 158, 185, 186, 187, 188, 189, 221, 222, 223, 224, 311,
ogal /A 312, 313, 314, 315, 316, 317, 337, 338, 352, 353, 354, 355, 356, 357,
Protein
383, 384,
2 Truncated AGBL3 | 1, 2, 3, 4, 5, 15, 37, 38, 39, 40, 41, 54, 55, 56,68, 71,74, 76, 79, 80, 81,
Protein 88, 91, 92, 93, 94

Tablo 14'de gosterilen dogal protein yapisina kiyasla, truncated modelin

tamaminda hidrojen bag1 frekanslarinda sayilabilir bir degisiklik fark edildi. Truncated

AGBL3 protein modeli, giiclii ve zayif H-baglarinda farklilik gosterdi. HBAT araci ile
gucli H-bagi N-H..O'da dikkate deger bir azalma ve C-H..O ve C-H..N gibi zayif H-

baglarinda da azalma 6ngoriilmiistiir.

Tablo 14: HBAT ile Dogal ve Truncated AGBL3 Proteinlerinde Molekiiller Arasi Hidrojen
Bag1 Frekans Tahminleri

No

Protein

N-
H..O

O-H..0

N-H..N

O-H..N

C-H..O

C-H.N

N-H..S

O-H..S

C-H.S

Dogal
AGBL3
Protein

434

30

220

10

73

22

Truncated
AGBL3
Protein

62

44

15
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5. TARTISMA

Otoimmiin hastaliklarda (OH) vilcut asir1 aktif bagisiklik sistemiyle saglikli
hiicrelere saldirarak yasami tehdit eden boyutlara ulagabilir. OH’ler organa o6zgii
hastaliklardan sistemik hastaliklara kadar genis bir yelpazede goriilebilir. Sistemik

hastaliklarda bir ¢ok organ etkilenebilir (1).

Urtikeryal vaskiilit (UV), hafif lezyonlardan siddetli sistemik hastaliga kadar
farkli tiplerde goriilebilen otoimmiin bir hastaliktir. Sikli§1 tam olarak bilinmemekle
beraber Urtikeryal vaskulitin patofizyolojik bir bulgusu olan l6kositoklastik vaskulitin
gorilme sikhigi milyon basma 45°tir. UV, lezyonlarin biiyiikliigii, kahciligi, rengi,
I6kositoklastik vasklit gorulmesi gibi 6zellikler agisindan klasik tirtikerden farkliliklar
gosterir. Klinikte ii¢ farkl1 alt tipi goriilen UV’nin en nadir alt tipi hipokomplementemik
tirtikeryal vaskiilit sendromu (HUVS)’dur (19,20).

McDuffie sendromu olarak da adlandirilan HUVS, sistemik lupus eritematozus
(SLE)’a benzer 6zellikler gosteren nadir bir otoimmiin hastaliktir. Literatiirde 200°den
az vaka bildirilmistir ve hastaligin altinda yatan etmenler tam olarak agiklanamamustir.
HUVS i¢in Schwartz tarafindan tanimlanan major kriterler; 6 aydan uzun suren urtiker
ve hipokomplementemidir. Mindr kriterler (en az ikisi tanit i¢in gerekli olan)
I6kositoklastik vaskulit, artralji veya artrit, Uveit veya episklerit (veya konjonktivit),
hafif glomeriilonefrit, tekrarlayan karin agris1 veya pozitif Clq antikor testidir. Diger
klinik bulgular anjiyoodem, obstriiktif akciger hastalig1 ve ¢esitli nérolojik problemleri

icerir. Bu belirtilerin altinda yatan etmenler tam olarak agiklanamamustir (21,22,23).

Immiin reaktif maddelerin ve komplemanlarin damar duvarlarinda birikmesi ve
kompleman kaskadi1 aktivasyonu UV'de sik goriilen bulgular iken yaygm iirtikerde
boyle degildir. Bu bagisiklik kompleksleri otoantikorlar yoluyla olusturulur; ancak ayni
zamanda ilaclar ve enfeksiyonlar yoluyla da induklenebilir. Hepatit B ve hepatit C
virusleri, bu tiir antikorlarin olusumunu indiikleyebilen enfeksiydz ajanlar arasindadir
(20).

HUVS’li hastalar klasik yolla kompleman aktivasyonuna bagli olarak azalmis
Clg, C2, C3 ve C4 seviyelerine sahiptir. Clq komplemant HUVS’li hastalarin

serumunda bulunan otoantikorlar i¢in baglayici bir bolgeye sahiptir. Bu otoantikorlar,
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olusturduklar1 bagisiklik kompleksleriyle klasik kompleman sistemini aktive eden 19G
molekdilleridir (30,41). Klasik kompleman yolu etkinlestirildikten sonra olusan C3a ve
Cb5a anafilotoksin, kemokin ve sitokinlerin Gretimine yol acar ve bunun da UV ile
birlikte goriilen sok, lokopeni ve trombositopeniden sorumlu olabilecegi One
stirilmiistiir (36). Bu aktive olmus kompleman Grinleri mast hiicre degranulasyonunu
indiikler. Bu maddelerin olusumu, damar gecirgenliginin artmasina, notrofillerin
kemotaksisine ve immiin komplekslerin birikiminin artmasma neden olur. Notrofiller
iltihap bolgesine vardiklarinda fagositik hale gelirler ve doku yikimimni ve 6demini daha
da siddetlendiren proteolitik enzimler (6rnegin kollajenaz ve elastaz gibi) salgilarlar.
Ayrica dolasimda goriilen anti-Clq antikorlarinin immiin kompleks olusumu ve

vaskiiler inflomasyonun patogenezine katilabilecegi diisiiniilmektedir (32).

HUVS’nin patogenezini aydinlatmak i¢in Ozgakar ve arkadaslar1 (38) yaptiklari
calismada otozomal resesif HUVS’li iki ailede whole-exome sequencing ile birlikte
otozigozite haritalama yapmuslardir. Ug ¢ocugu etkilenmis ailede DNASE1L3 geninde
€.289 _290delAC bolgesinde ¢erceve kaymasina sebep olan homozigot bir mutasyon
saptanuslardir. Iliskisiz baska bir ailede DNASEI1L3 geninde c.320+4delAGTA
bolgesinde exon skipping’e neden olan homozigot bir mutasyon saptamislardir. Bu
sonuclar dogrultusunda daha once SLE ile iliskilendirilmis olan bir endoniikleazi
kodlayan DNASE1L3'teki mutasyonlarm HUVS patofizyolojisinde rol oynayabilecegi
ileri siirtilmiistiir. Bu ¢alisma haricinde HUVS’nin genetik alt yapisini aydmnlatmayi
hedefleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. HUVS’nin multifaktoriyel yapisi ve
sistemik katilimmin bu durumda etkisi olabilir (38). Ranalli ve arkadaslar1 yaptiklar1
caligmada 6 pediyatrik HUVS hastasinda DNASE1L3 genindeki varyasyonu taramis ve
3 vakada bu varyasyonu saptamiglardir (69). Bu durum DNASELL3 geninin HUVS ile
iliskisini gliclendirmektedir. Tez calismamizda AGBL3 geni dizilemesi yapilan

HUVS’li hastalar DNASE1L3 geni mutasyonlar1 bulunmamaktadir.

Literatiirde HUVS ile iliskilendirilmis yalnizca DNASE1L3 geni bulunmaktadir.
Daha 6nce yapilan whole-exome sequencing (WES) analizinden AGBL3 (CCP3) geni
aday gen olarak belirlendi. HUVS’li, ataklar sirasinda yiiksek CRP ve ESR seviyesine
sahip, 22 yasindaki indeks vakada genomik varyasyonlar tim ekzom dizileme ile
tarandi. AGBL3 geninde zararli bir homozigot ¢.769C>T mutasyonu bulundu. Bu

mutasyon indeks vakada homozigot iken, saglikli annede ve Mukokutandz Behget
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Oykiisii olan babasinda heterozigottu. Mutasyon; proteinin erken sonlanmasina
(p.GIn257Ter) ve sitozolik karboksipeptidaz domaininde delesyonuna sebep olur. Bu
domain diger karboksipeptidazlarda bulunmaz ve CCP’lere oOzgiidiir. Sitozolik
karboksipeptidaz domaini katlanmaya katkida bulunabilir, diizenleyici bir etkisi olabilir
ve/veya diger proteinlere baglanabilir. Bu domaindeki mutasyon proteinin gorevini
aksatabilir ya da islevsizlestirebilir. Erken sonlanmaya ugrayan protein hiicre iginde
truncated protein formunda sunulabilir veya nonsense mediated decay’e ugrayarak
paragalanabilir. Proteinin truncated formu igin farkli araglar kullanilarak analizler
yapildi. Dogal ve truncated proteinin modellemesi yapildiktan sonra SPPIDER araci ile
proteinlerin ikincil yapilar1 ve solvent erisilebilirlikleri tahmin edildi. Proteinin ikincil
yapisinin olusmast katlanmada 6nemli bir role sahiptir ve proteinin fonksiyonelligini
etkiler. Truncated proteinde coil ve beta ikincil yapilarinda belirgin bir azalma
gorilirken helix yapismnin delesyonu goriilir. Bu durum truncated proteinin
katlanmasin1 etkileyerek proteinin fonksiyonel 0Ozelliklerini kaybetmesine neden
olabilir. Solvent erisilebilirliginde agikta olan bdlgelerin sayis1 degismezken gomiili
bolgeler azalmistir. Bu durum proteinin hidrofilik, hidrofobik olma gibi 6zelliklerini

etkileyebilir. Boylece proteinin substrat se¢imi degisebilir.

SRide araci ile proteinin stabilize edici rezidileri tahmin edildi. Stabilize edici
rezidller protein-protein etkilesimlerinde 6énemli rol oynar. Dogal proteinde yer alan
stabilize edici rezidiilerin hepsi delesyona ugramis ve truncated proteinde yeni stabilize

edici rezidiler bulundu.

Flexpred araci ile proteinlerin esnek rezidiileri tahmin edildi. Truncated
proteinde bazi rezidiiler delesyona ugrarken yeni esnek rezidiiler de bulundu. Esnek

rezidiiler proteine esneklik kazandirir ve proteinin hareketini etkileyebilir.

HBAT araci ile ongoriilen Hidrojen bagi frekanslarinda sayilabilir seviyede
degisiklik fark edildi. Truncated proteinde dogal proteine kiyasla giicli N-H..O
baglarinda ve zayif C-H..O ve C-H..N baglarinda azalma gozlendi. Bu baglar proteine
stabilite kazandirir ve protein diger proteinlerle etkilesime girdiginde proteinin aktif

bdlgesini etkileyebilir.

Yapilan bu biyoinformatik tahminlerle p.GIn257Ter bdlgesinde mutasyon
bulunan truncated AGBL3 proteininin dogal olana kiyasla 6nemli degisiklikler oldugu

gosterilmistir. Bu analizler truncated proteininin ikincil yapi, solvent erisilebilirligi,
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stabilize edici rezidiiler, esnek rezidiiler ve hidrojen baglar1 agisindan degismis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha ileri ¢aligmalarla sonuglarin in-vitro deneyler ile

dogrulanmas1 gerekmektedir.

AGBL3, 0zellikle tubulinler gibi proteinlerde poliglutamat yan zincirlerinin
deglutamilasyonunu katalize eder. Asetilasyon, tirozinasyon, glutamilasyon, glisilasyon,
deglutamilasyon vs. gibi farkli modifikasyonlar tubulinleri degistirebilmektedir.
Tirozinasyon ve detirozinasyon c¢ogu o-tubulin alt {initesinde gerceklesen geri
dontigiimli PTM’lerdir. Mikrotiibiiller (MT) C-terminal uglarindan tirozinin proteolitik
olarak  ¢ikarilmasiyla  detirozinasyona  ugrayabilirler.  Detirozinasyon =~ MT
stabilizasyonuyla iliskilidir. Bir ¢ok farkli hiicre tipinde bulunan uzun 6miirli MT’ler
tirozinasyon bakimimdan eksiktir. Detirozine edilmis oa-tubulinin sondan bir 6nceki
glutamat rezidiinlin ¢ikarilmasiyla geri doniisiimsiiz bir sekilde A2-tubulin olusabilir.
A2-tubulin tekrar tirozinlenemez. A2-tubulin ndron, sentrozom ve primer silialarda
bulunan stabil MT’lerin karakteristik bir 6zelligidir. A2-tubulin, beyinde ve 6zellikle

farklilagsmis néronlarda fazlaca bulunur (62,63).

[Ik olarak tanimlanan tubulin modifiye eden enzim tubulin tirozinasyonundan
sorumlu olan tubulin tirozin ligaz (TTL)’dir. Tirozinin zincirden ¢ikarilmasini saglayan
enzim heniiz tanimlanmamistir ancak CCP1 adaylar arasindadir. Kalinina ve arkadaglar1
ccpl geninde bulduklar1 mutasyonun farelerde MT’lerin detirozinasyonunu azalttigini
bulmuslardir. Purkinje hiicre dejenerasyon (pcd) fareler ccpl geninde mutasyon tasirlar
ve bu farelerde alfa-tubulinlerin tirozin seviyesinin artmasma istinaden bu enzimin
detirozinasyonuna aracilik ettigi One stirtilmistir (72). Rogowski ve arkadaslari
caligmalarmda CCP1’in direkt olarak detirozinasyona katilmadigi bunun yerine
CCP1’in sondan bir dnceki glutamat rezidiisiinii detirozine alfa-tubulinden c¢ikararak
A2-tubulin olusturdugunu ileri siirmiislerdir (73). Bununla birlikte CCP4, CCP6, CCP2
ve CCP3 de A2-tubulin olusturabilir.

Tort ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada CCP2 ve AGBL3’tin mikrotubul
diizeyinde uzun Glutamat zincirlerini hidrolize edebildigi (deglutamilasyon) ve bdylece

A2-tubulin tiretebildigini gostermistir.

AGBL3 Glutamat’in yan1 sira C-terminaldeki Aspartat rezidulerini de hidrolize
(deaspartilasyon) edebilir. AGBL3, Glutamat ve Aspartat uzaklastirmasini esit

verimlilikle katalize eder. Oysa CCP ailesindeki diger enzimler Aspartat uzaklastirmasi
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icin zayif aktivite gosterirler. AGBL3 disinda diger CCPler bu reaksiyonu etkin bir

sekilde katalize etmek i¢in 6zel kofaktorler veya diizenleyiciler gerektirebilir.

CCP2 ve AGBL3 silli dokularda; testis, trake ve akcigerde ifade edilir. AGBL3,
retina ve adipoz dokuda nispeten daha kuvvetli bir sekilde ifade edilir. CCP2/3, CCP1
ile kiyaslandiginda organlarda nispeten daha diisiik ifade edilmistir. CCP1’in bu yiiksek

ifadesi, deglutamilasyon reaksiyonlarmin biiyiik bir kismimi katalize ettigini gosterebilir.

Tort ve arkadaslarinin ¢alismasinda Agbl2/3 double knockout (KO) fareler
iretildi. Bu fareler canliliklarmi devam ettirdi ve higbir belirgin fenotipik degisiklik
gostermedi. Wild type (WT) farelere kiyasla KO farelerin testislerinde ve spermlerinde
tubulin poliglutamilasyonu arttigi gozlendi. Testis ve sperm disinda baska higbir
organda tubulin poliglutamilasyon seviyelerinde tespit edilebilir degisiklikler
gozlenmedi. CCP2/3’in spermde Myosin light-chain kinase 1 (MLCKI1)’in
deglutamilasyonuna tamamlayici olarak dahil oldugu, ancak diger enzimlerin
(CCP’lerin) yetiskin farelerde bu iki enzimin yoklugunu telafi edebilecegi gosterildi.
Belki de gelisme sirasindaki bu telafi nedeniyle deglutamilasyondaki degisiklikle ilgili
gOriiniir bir fenotip degisikligi olmamistir. Baz1 organlarda CCP2, AGBL3 veya her

ikisinin de MLCK1’in deglutamilasyonunda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Ayni1 calismada CCP’ler farkli bakteri protein yapilarindan faydalanilarak
modellenmistir. Bu modellerdeki 255.pozisyonda bulunan Arjinin (S1’ altbiriminde)
CCP’lerin  substrat tercihlerinin  belirlenmesinde  onemli bir rol oynar.
Metallokarboksipeptidazlarda 255.pozisyondaki rezidii direkt olarak substratin C-
terminal yan zincirine baglanir. Bu pozisyondaki bazik amino asit, substrat olarak asidik

amino asit seciminde énemli bir rol oynar (59).

AGBL3’iin STRING veritaban1 kullanilarak protein etkilesim analizi
yapildiginda CD46 ve CD59 ile iliskisi goriilmektedir. CD46 geni tarafindan kodlanan
protein tip I membran proteinidir ve kompleman sisteminin diizenleyici bir pargasidir.
Bu protein, konak¢i hiicreyi tamamlayici hasardan koruyan serum faktor I ile

kompleman bilesenleri C3b ve C4b'nin inaktivasyonu i¢in kofaktor aktivitesine sahiptir.

CD59 geni tarafindan kodlanan protein kompleman-aracili hiicre lizisini
diizenleyen ve lenfosit sinyal transdiiksiyonuna katilan bir hiicre yilizey glikoproteinidir.
Bu protein, kompleman membrane attack complex’in gug¢li bir inhibitori olup, bu

kompleksin olusumu sirasinda kompleman C8 ve/veya C9'u baglar, boylece ozmolitik
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por olusumu i¢in gerekli olan ¢oklu C9 kopyalarmin komplekse dahil edilmesini
engeller. Ancak STRING veritabani in-vitro deneylerden ziyade in-silico tahminlere
dayanan bir program oldugundan bu iligkilerin in-vitro deneyler ile de dogrulanmasi
gerekmektedir. Bu veritabanindan elde edilen bilgilerle tahmin yiiriitiilebilir, ancak bu

veriler kanitlanmis degildir.

Kolsisin, otoinflamatuar ve otoimmiin bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
bir ilagtir. Kolsisin, MT lerin yapisi1 koruyan tubulin-kolsisin komleksini olusturmak
icin hem a- hem B-tubuline baglanir. Béylece MT polimerizasyonunu inhibe eder. MT
polimerizayonu hiicre i¢i organel ve vezikil taginmasi, sitokin ve kemokin salinimi ve
gen ekspresyonu diizenlenmesi gibi sayisiz hiicresel fonksiyonu kontrol edebilir (74).
Pirinin  N-terminal bolimii mikrotiibiillere baglanir. Pirinin graniilositlerde ve
monositlerde hucre iskeleti ile etkileserek enflamasyonu diizenledigi diisiiniilmektedir.

AAA'deki kolsisinin terap6tik etkisinin bu etkilesime bagli olmasi muhtemeldir (75).

AGBL3 tubulinlerde A2-tubulin olusumu ve deaspartilasyondan sorumludur.
A2-tubulin, MT’leri depolimerizasyondan korur ve MT ’lerin stabilizasyonunu saglar.
AGBL3 genindeki mutasyonlarin tubulinler {izerinden dolayli olarak inflamasyonda

etkili olabilecegi diistliniilebilir.

Tubulinlerin otoinflamatuar ve otoimmiin hastaliklarla iligkisi farkli yaymlarda
tartistlmistir.  Yapilan bir ¢alismada mikrotubillerin - NLRP3 inflamazomunun
olusumuna aracilik ettigi one siiriilmektedir (75). Kolsisinin mikrotiibiillerle iliskisi ve
dolayisiyla ailevi akdeniz atesi ile olan iligkisi yayinlarda tartisilmistir (76). AGBL3’iin
tubulinlerin post translasyonel modifikasyonlarinda gorevli oldugu bilinmektedir.
Tubulinlerin otoinflamatuar ve otoimmiin hastaliklarla iliskisi AGBL3’ii dolayl bir

hedef haline getirmektedir.

Bu tez calismasinda, genetik etiyolojisi bilinmeyen ve nadir otoimmin bir
hastalik olan HUVS’nin altinda yatan mekanizma ve yolaklar1 aydmnlatmak i¢in
DNASE1L3 geninde mutasyon bulunmayan HUVS’li iki hastanin AGBL3 geni ekzon
bolgeleri Sanger dizileme ile taranmustir. AGBL3 geni, daha 6nce trio bir aileden
yapilan WES verisinin analiz edilmesiyle aday gen olarak belirlenmistir. Bu vakada
AGBL3 geninde c.769C>T bdlgesinde mutasyonu saptanmistir. Tez caligmamizda
AGBL3 geninin ekzon bdlgeleri pediatrik HUVS’li iki hastada Sanger dizileme ile
taranmigtir. Bu iki hastada WES yapilan vakada goriilen c.769C>T mutasyonu
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saptanmamugstir. Ancak farkli intronik ve ekzonik bdlgelerde varyasyonlar goriilmiis
bunlarin toplumdaki sikliklarinin yiiksek olmasi sebebiyle benign polimorfizm olduklari
diistinilmistiir. 4. hasta i¢in bu varyasyonlardan ikisi intron bélgesinde iken 2 tanesi
ekzon bolgesindedir. Ekzon bdlgesinde olan varyantlarin goriilme sikligi yiiksek
olmakla beraber amino asit degisimine neden olmaktadir. 5. hastada ise 1 tane intron
bolgesinde, 2 tane ekzon bolgesinde varyasyon goriilmiistiir. Bu varyantlar 4. Hastada
saptanan ile ayni bolgededir. Bu varyantlarin toplumda goriilme sikligi yiiksektir.
AGBL3 (CCP3) proteini, CCP ailesinden olup bu ailenin diger iiyeleri de A2-tubulin
olusumunu katalizlemektedir. Ancak deaspartilasyon aktivitesi AGBL3 proteinine

Ozguddr.

Daha ileri ¢alismalarda CCP ailesinin diger tiyelerine de bakilarak bu genlerde
olusabilecek mutasyonlarin tubulin modifikasyonlar1 lizerine etkisi daha genis ¢apli
olarak aragtirilabilir. HUVS olduk¢a nadir bir hastalik oldugu i¢in taranan hasta
sayisinin arttirilmasi mutasyon taramasi yapilirken sonuglar dogrulugunu arttiracaktir.
Daha genis caplh bir arastrma i¢cin hasta sayismin arttirilmasi diistiniilmektedir.
HUVS’li vakada goriilen p.GIn257Ter protein degisikliginin homozigot olarak goriilen
indeks vakada ve heterozigot olan anne/babasinda Western blot ile analiz edilmesi
gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalar arasindadir. Boylece proteinin hasta bireyde
miktar1  veya boyutu tespit edilerek fikir sahibi olunacaktir. Genetik alt yapisi
bilinmeyen bu hastalikla alakali ¢alismalar farkli tedavi yontemlerinin 6niinii agacak ve

hedefe yonelik tedaviler icin yeni bir bakis a¢is1 kazandiracaktir.
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FORMLAR

GENETIK ARASTIRMA AMACLI KAN ORNEGI ALINACAK KiSiLER iCiN
BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

“HIPOKOMPLEMENTEMIK URTIKERYAL VASKULIT SENDROMLU HASTALARDA
AGBL3 MUTASYONU ANALIZI ” baslikh klinik ¢alismada kullanilmak iizere kolunuzdan 10 (1
tlp) ml. kan alinmasi1 gerekmektedir. Bu kandan, genetik materyal (DNA/RNA) ve/veya hiicre elde
edilecektir. Bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan alma
islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir.
Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir. Olas1 bir

soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Tan1 6rneginiz boliimiimiize ulagtiktan sonra kayit edilip, numaralandirilarak, kisisel bilgileriniz

gizli tutulacak sekilde saklanmaktadir.

Alman biyolojik o6rneklerden DNA/RNA/hiicre materyaliniz izole edilerek saklanacaktir.

Olusturulan bu arsivde kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir.

Tan1 6rneginizde istenen tetkikler tamamlandiktan sonra yasal siire boyunca saklanacak sekilde
arsivlenecektir. Tan1 amagli yapilan analizler raporlandiktan sonra artan materyal hastaliklarin
genetigini aydinlatmak ve tedaviye yonelik yeni hedeflerin belirlenmek amaciyla DETAE’de

gerceklestirilecek baska bilimsel aragtirma projelerinde kullanilabilir.

Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir. Ancak arzu ederseniz kisisel

bulgulariniza ulagsma hakkina sahipsiniz.

Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacaktir. Kisisel ve tibbi

bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi {i¢lincii sahislara aktarilmayacaktir.

Aragtirma sirasinda genetik test sonuglarimin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir yonden
etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, aragtirmadan kendi isteginiz ile ve istediginiz an

ayrilabilirsiniz.

Bu calismada sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurumundan herhangi bir 6deme
almmasi s6z konusu olmadigi gibi size de caligsmaya katilmaniz nedeniyle herhangi bir 6demede

bulunulmayacaktir.

Bu calismaya katilmayr reddedebilir ya da herhangi bir asamada vazgecebilirsiniz. Bu

talebinizin/kararmizin gelecekteki takip ve tedaviniz tizerine olumsuz bir etkisi olmayacaktir.

Goniillii rizasma bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.
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Burada attigim imza ile genetik testlerimin yapilmasi, materyalimin saklanmasi ve geregi halinde kimlik
bilgilerim sakli kalmak kosulu ile elde edilen verilerin 1.U. AZIZ SANCAR DETAE Genetik AD
tarafindan yiiriitiilen veya desteklenen bilimsel ¢aligmalarda kullanilmasmi kabul ediyorum ve bu onay1
verirken yukarida tarafima verilen bilgileri okudugumu, anladigimi ve kabul ettigimi de tasdik ediyorum.
NOT:

Zihinsel 6zlrlu Kisiler, bilinci kapali olanlar ve resit olmayan cocuklar igin bu belge velisi veya vasisi

tarafindan doldurulacaktir. Kararinizdan once yukaridaki bilgileri liitfen okuyunuz.

Formu Okuyup imzalayan Kisinin; Bilgilendiren Kisinin;
Ad1 ve Soyadi: Ad1 ve Soyadt:
Hastaya Yakinlik Derecesi: Tarih:

[letisim Bilgileri: Imza

Tarih:

imza:
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