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SIMGELER VE KISALTMALAR

AAA (FMF): Ailesel Akdeniz Atesi (Familial Mediterranean Fever)

TNF: Tiimor nekrotizan faktor

IL: Interldkin

CRP: C-Reaktif protein

MEFYV geni: Akdeniz Atesi (Mediterranean Fever) geni

AFR: Akut faz reaktanlar1

SAA: Serum amiloid A

C3: Kompleman 3

C4: Kompleman 4

C5a: Kompleman 5a

PYD: Pirin

CC: Sarmallanmis sarmal (coiled-coil)

IFN: Interferon

SSCP: Tek zincir konformasyon polimorfizmi

RFLP: Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism)

PZR-RFLP: Polimeraz zincir reaksiyonu-Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi

DGGE: Denatiire edici jel elektroforezi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

CYP3A4: Sitokrom P450 3A4

NIRCA: Izotopik olmayan Rnaz ayrilma ydntemi (Non Isotopic Rnase Cleavage Assay)

ICAM-1: Interseliiler adezyon molekiilii (Intercellular Adhesion Molecule)

MHC: Major histokompatibilite kompleksi (Major histocompatibility complex)

ASC: Apoptosisle iligkili CARD igeren speck protein (Apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD)

CARD: Kaspaz toplayici alan (Caspase-recruitment domain)

APC: Antijen sunan hiicre (Antigen presenting cell)

ICE: Interlokin-1f yariklayici enzim

kDa: Kilo dalton

RANTES: Aktivasyonla regiile edilen, normal T hiicresi ekspresyonu ve sekresyonu
(Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted)

MCP: Monosit kemoatraktan protein
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MIP: Makrofaj enflamatuar proteinler

G-CSF: Graniilosit-Koloni stimiilan faktor

GM-CSF: Graniilosit Makrofaj-Koloni stimiile edici faktor

M-CSF: Makrofaj-Koloni stimiile edici faktor

G-CSF: Graniilosit-Koloni stimiile edici faktor

CNTF: Siliar notrotropik faktor (Ciliary neurotrophic factor)

TGF-B: Transforme edici biliytime faktorii-3

LPS: Lipopolisakkarit

TNFR: Tiimor nekrotizan faktor reseptorii

TACE: TNF-a doniistiiren enzim

VCAM: Damar hiicresi adezyon moekiilii (vascular cell adhesion molecule)
MMPs: Metalloproteazlarin

ACTH: Adrenokortikotropik hormon

TSH: Tiroid stimiilan hormon

FSH: Folikiil stimiilan hormon

GH: Biiylime hormonu

PDGF: Platelet kaynakli biiyiime faktorii (Platelet derivated growth faktor)
MAPK: Mitojenin aktive ettigi protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)
HsCRP: Yiiksek duyarlikli C-reaktif protein

Th hiicresi: Yardimci T hiicresi (T hepler hiicresi)
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2. OZET

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) otozomal resesif bir hastalik olup, periyodik karin
agrisi, ates ve eklem agrisina yol acan ser6z membranlarin tekrarlayan inflamatuar
ataklariyla karakterizedir. MEFV genindeki mutasyonlarin hastaliktan sorumlu oldugu
gosterilmigsse de hastaligin fizyopatolojisi bilinenden daha karmasik goriinmektedir.
Hastaligin patogenezinde ¢esitli sitokinlerin de rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu
calismada AAA tanisi alan ¢cocuklarda MEFV geninin 12 mutasyon agisindan taranmasi ve
hastaligin aktif ve pasif donemlerinde sitokin diizeylerinin kontrollerle karsilastirilarak
hastaligin gelisiminde sitokinlerin roliiniin degerlendirilmesi amaglandi. Bu amagla 5-15
yaglarinda 157 hasta calismaya alindi. Hastalar klinik bulgularina gore aktif (n=81) ve
pasif (n=76) grup olarak ikiye ayrildi. Ayrica kontrol grubu olarak 30 ¢ocuk calismaya
alindi. Hastalarda revers hibridizasyon analizi ile MEFV gen mutasyonlart incelendi.
Ayrica hasta ve kontrol gruplarinda IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a ve CRP diizeyleri
Olciildii. Hastalarin  %42,7’sinde heterozigot, %11,5’inde birlesik heterozigot ve
%12,7’sinde homozigot olmak lizere toplam %66,87’sinde mutasyon saptandi. E148Q
heterozigot (%22,92), M694V homozigot (%10,82) ve M694V heterozigot (%38,28)
mutasyonlar1 en sik izlenen mutasyonlardi. En sik tespit edilen alleller ise M694V (%40,0),
E148Q (%32,41) ve V726A (%11,72) idi. Ayrica IL-1p seviyeleri aktif grupta kontrol
grubundan yiiksek bulunurken, IL-8, TNF-o ve CRP seviyeleri hem aktif hem de pasif
grupta kontrollerden daha yiiksekti (p<0,05). IL-6 seviyeleri ise hem aktif hem de pasif
grupta kontrol grubundan yiliksekken ayni1 zamanda aktif grubun seviyesi pasif gruptan da
anlamli olarak daha yiiksekti (p<<0,001). Bu ¢alismanin sonuglart AAA’1 hastalarda MEFV
gen mutasyonundaki heterojeniteyi desteklemis ve hastalarimizin genis bir mutasyon
yelpazesine sahip oldugunu gdstermistir. Ayrica, basta IL-6 olmak tizere IL-8, TNF-a ve
CRP diizeylerinin akut atak tanisi ve tedaviye yanitin izlenmesinde kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. Yine pasif donemde artmis sitokin diizeyleri bu hastalarda subklinik

inflamasyonun devam ettigi goriisiinii desteklemektedir.

Anahtar Sozciikler: Ailesel Akdeniz Atesi, MEFV gen mutasyonlari, sitokinler.
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3. SUMMARY
Incidance of familial mediterranean fever (FMF) gene mutations in children in Van
region and its relationship with proinflamatuar cytokines

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive disease, and it is
characterized by recurrent inflammatory attacks of the serous membranes which cause
periodic abdominal pain, fever and joint pain. Even if the mutations in the gene of MEFV
have been shown to be responsible for the disease, the physiopathology of the disease
seems more complex than it has been known. It has been considered that various cytokines
have also played a role in the pathogenesis of the disease. The aim of this study was to
screen MEFV gene for 12 mutations in children with FMF diagnosis and to evaluate the
role of cytokines in the development of the disease by comparing cytokine levels in
controls and in active and passive periods of the disease. The study included 157 patients
aged 5-15 years. The patients were divided into two groups as active (n = 81) and passive
(n = 76) according to their clinical findings. In addition, 30 children were included in the
study as a control group. Mutations of MEFV gene in patients were examined by analysis
of reverse hybridization. In addition, the levels of IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a and
CRP were measured both in patient and control groups. A total of 66,87% of the patients
had mutation, of which 42,7% had heterozygous, 11,5% compound heterozygous and
12,7% homozygous mutations. The most frequently observed mutations were E148Q
heterozygous (22,92%), M694V homozygous (10,82%) and M694V heterozygous
(8,28%). The alleles which were most detected were M694V (40,0%), E148Q (32,41%)
and V726A (11,72%). Furthermore, while the level of IL-1p in the active group was found
higher than that of the control group, the levels of IL-8, TNF-a and CRP were higher both
in the active and in the passive group than those the controls (p <0.05). While the levels of
IL-6 both in the active and in the passive group were higher than those of the control
group, the level of active group was also significantly higher than that of the passive group
(p <0,001). The results of this study have supported the heterogeneity of the mutation of
MEFV gene in patients with FMF and have shown that our patients have a wide range of
mutations. In addition, it is thought that, the levels of IL-8, TNF-0, CRP and especially IL-
6 could be used in the diagnosis of acute attack and monitoring the response to the
treatment. However, increased cytokine levels in the passive period have supported the
view that the subclinical inflammation has continued in these patients.

Keywords: Familial Mediterranean Fever, the mutations of MEFV gene, cytokines.
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4. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA, Familial Mediterranean Fever: FMF); tekrarlayici,
otozomal resesif gecisli, seroz membranlarin inflamasyonu sonucu ortaya ¢ikan karin,
gbgiis ve eklem agrilarina atesin eslik ettigi bir hastaliktir. AAA Dogu Akdeniz kokenli
topluluklarda 6zellikle Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler ve Araplar’da sik goriliir. Hastaligin
prevalansi 1/1000, tasiyicilik orani ise 1/5 gibi yiiksek degerlerdedir (1).

AAA’ya yol acan gen ilk kez 1997 yilinda iki ayr1 grup tarafindan klonlanmistir.
Uluslararas1 FMF Konsorsiyum’u ve Fransiz FMF Konsorsiyum’u 16. kromozomun kisa
kolu 16p13.3’de 781 aminoasitten olusan pirin/marenostrin adi verilen proteini kodlayan
genin AAA hastaligr ile iligkili oldugunu belirlemislerdir. AAA gelisiminden sorumlu
tutulan bu gen MEditerranean FeVer (MEFV) geni olarak adlandirilmistir. Her iki
arastirma grubu M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlarinin hastalarin %85’inde
mevcut oldugunu gostermislerdir (2,3).

Yapilan gesitli ¢alismalarda hastaligin hem aktif hem de pasif donemlerinde sitokin
diizeylerinin yliksek oldugu gosterilmistir. Yine bazi hastalarda akut faz reaktanlarinin
sadece ataklar sirasinda degil, atak aralarinda da yiiksek seyrettigi gozlenmis ve sonug
olarak asemptomatik donemde de subklinik bir inflamasyonun devam ettigi ileri
siirlilmiistiir (4,5).

Tiirkiye’de cesitli bolgelerde AAA mutasyon tiplendirmesi ve tasiyicilik sikligi
iizerine ¢aligmalar yapilmis ve mutasyon sikliklar1 bakimindan bazi farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Bu calismada YYU Tip Fakiiltesi Hastanesine AAA tamsi ile basvuran
cocuklarin, MEFV geninin 12 mutasyonu agisindan taranarak tekli veya birlesik
mutasyonlarin oranlarinin saptanmasi ve mutant bireyler i¢indeki homozigot ve heterozigot
oraninin tespiti amaclanmistir. Ayrica hastaligin aktif ve pasif donemlerinde
proinflamatuar sitokin ve akut faz reaktanlarindan CRP diizeylerinin hem kendi aralarinda
hem de kontrol grubu ile karsilastirilarak hastaligin gelisiminde sitokinlerin roliiniin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



5. GENEL BILGILER

5.1. Ailesel Akdeniz Atesi
5.1.1. Tanim

Ailevi Akdeniz atesi (AAA; Familial Mediterranean Fever, FMF) kalitsal periyodik
ates sendromlarmin en yaygin olanmidir (6). AAA, Ozellikle Akdeniz etrafinda yerlesim
gosteren Yahudileri, Araplari, Tirkleri ve Ermenileri etkiler. Hastalifa diinyanin degisik
bolgelerinde de nadir olarak rastlanilir. (7). AAA; otozomal resesif kalitimli, akut, kendini
siirlayan ates ataklari ile karakterize, inflamatuar bir hastaliktir. Bu ataklara genellikle
steril bir peritonit, plorit, mono veya oligo-artikiiler artrit ve/veya deri dokiintiileri eslik

eder (8).

5.1.2. Tarihgesi

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan, 16 yasinda,
tekrarlayan ates, karin agrisi1 ve l6kositozu olan Yahudi bir kizda “paroksismal bir hastalik”
olarak bildirilmistir. ilk olgudan sonra 1945 yilinda Amerikal arastirmaci Siegal, <’Benign
Paroksismal Peritonitis’’ adi ile tekrarlayan ates ve karin agrisi ataklar ile seyreden bir
klinik antite tanimlamigstir. Ortalama bir y1l sonra Tiirkiye’den ilk rapor bildirilmistir. 1948
yilinda Reiman ‘Periyodik Hastalik’ tanimlamasini kullanmistir. 1951 yilinda ilk kez
Catton ve Mamou hastaligin ailevi olduguna dikkati ¢ekmisler ve 1956 yilinda aym
yazarlar hastali§in otozomal resesif kalitildigin1 gostermiglerdir (9). Heller ve Sohar 1958
yilinda ilk kez Ailevi Akdeniz Atesi tanimini kullanmislardir. 1972 yilinda kolsisinin
hastalik ataklarin1 ve amiloidozu 6nledigi gosterilmistir. AAA’ya yol acan gen ilk kez
1997 yilinda iki ayr1 grup tarafindan klonlanmistir. Uluslararas1t AAA Konsorsiyum’u ve
Fransiz AAA Konsorsiyum’u 16. kromozomun kisa kolu 16p13.3’de bir proteini kodlayan
genin AAA hastaligr ile iliskili oldugunu belirlemislerdir. AAA gelisiminden sorumlu
tutulan bu gen MEditerranean FeVer (MEFV) geni olarak adlandirilmakta ve {iriinii olan
proteine Uluslararas1 Konsorsiyum, ates (pyrexia) patogenezindeki rolii nedeniyle ‘pyrin’,
Fransiz Konsorsiyum’u ise ‘marenostrin’ (Mare Nostrum, Akdeniz i¢in “Bizim Deniz”)

adin1 vermektedir (1,2,3,10).



5.1.3. Epidemiyoloji

Sefardik Yahudilerinde prevalansin 1/256-1/1000, tasiyicilik oraninin 1/8-16; Dogu
Avrupa kokenli Yahudilerde (Ashkenazi) prevalansin 1/73.000, tasiyicilik oranimin 1/135;
Ermenilerde prevalansin 1/500, tasiyicilik oranimin 1/7; Tiirklerde prevalansin 1-3/1000,
tastyicilik oranmin 1/3-5 ve Araplarda prevalansin 1/2600, tasiyicilik oraninin ise 1/50
oldugu goriiliir. Tirklerde tasiyicilik orani 1/3-5 olmasina ragmen Tiirkiye’nin belli
bolgelerinden koken alan kisilerde hastalia daha fazla rastlanilmaktadir. AAA’da
tastyicilik oraninin bu kadar yiiksek olmasi, heterozigotlugun hasta olmayan bu kisilerde
Akdeniz Bolgesi’ndeki bir patojene selektif avantaj sagladigi hipotezinin ortaya atilmasina

neden olmustur (11). Sekil 1’de AAA’nin nispeten yaygin oldugu iilkeler gosterilmistir
(12).

Sekil 1: AAA’nin nispeten yaygin oldugu iilkeleri gosteren diinya haritasi. Dairelerin
olgiisil, o iilkede AAA yaygimligi ile orantilidir. Oklar hastaligin yayilma yollarini gosterir.
Kirmiz1 oklar antik diinyada MEFV mutasyonlarinin gogiinii gostermektedir. Siyah oklar
yeni diinyada hastaligin go¢iinii ifade ederken sar1 ok ipek yoluna karsilik gelir (12).

5.1.4. Klinik

Hastalik atesli, agrili ataklarla karakterize olup 38,5-40°C arasindaki yiiksek atese,
periton, plevra ya da sinovyum serdz membranlarindan birinde olusan inflamasyonun
neden oldugu ciddi karin, gégiis veya alt ekstremitenin genis eklemlerinden birinin agrisi

eslik eder. Hastalar genellikle ataklar1 baglatan bir etken tarif etmezler ancak AAA



ataklarmin bazi hastalarda menstruasyon, duygusal stres veya agir fiziksel aktivite
donemlerine rastladigr goriiliir (13).

Ataklar ortalama olarak 12-96 saat siirer. Atak siklig1 haftada birden 3-4 ayda bire
kadar degisebilir. Akut epizotlar arasinda hastalar genellikle asemptomatiktir ve rutin

laboratuar testleri esas itibariyle normaldir (10,14).

5.1.4.1. Ates

Hemen her hastada goriiliir, atakla birlikte ates 38-40°C kadar yiikselir, 12-72 saat
kadar devam eder. Hastalarin ¢ogu atesin varligin1 fark etmeyebilir. Bununla birlikte

kolsisin kullanan hastalarda da ateste belirgin bir yiikkselme gézlenmeyebilir (15).

5.1.4.2. Karin agrisi

Karin agris1 ataklar1 genellikle hastalarin yaklasik %90 kadarinda goriilen en yaygin
semptomdur. Hastalarin %50 sinde AAA’nin ilk semptomudur. AAA hastalarinin
neredeyse %50’si akut karin nedeniyle atak aninda opere edilmistir (1). Genellikle aniden
ortaya ¢ikan, bir kadranda baglayip biitiin batina yayilan agr1 seklindedir. Agrinin siddeti,
hafif bir sancidan akut karin tablosuna kadar degisen diizeylerde olabilir. Karin agrisi
atesten Once goriiliir ve ates normale dondiikten sonra 1-2 giin siireyle devam eder.

Lokalize olabilir ve apandisit veya kolesistiti taklit edebilir (15).

5.1.4.3. Gogiis agrisi

AAA hastalarinin % 31-87’sinde goriilebilmektedir (1). Bu tek tarafli febril plorit
de tipki peritoneal ataklar gibi ani baslangighi ve Onceden belirlenemeyen tekrarlarla
seyrettiginden akut bir tablo zannedilebilir. Siklikla daha uzun siiren infeksiyoz ploritten
hizl1 bir sekilde diizelmesi ile ayirt edilebilir. Nefes alip verirken agr1 olur ve etkilenen
tarafta solunum sesleri azalir. Kostofrenik siniisteki az miktardaki eksuda radyolojik olarak

gosterilebilir. Bu eksuda ¢ok sayida notrofil icerip 48 saat i¢inde geriler (16).

5.1.4.4. Eklem agris1

Eklem ataklari, AAA’ nin 6nemli bir 6zelligidir ve sik (%75) goriliir. Ataklar kiiciik

travmalar veya uzun siireli egzersizlerle tetiklenebilir. AAA’da goriilen klasik eklem



tutulumu akut monoartrit seklinde olup genellikle alt ekstremitelerin biiyiik eklemleri
(ayak bilegi, diz, kalca) tutulur. Eslik eden ates birkac¢ gilin, en fazla bir ay siirer ve
kendiliginden diizelir. Hastalardan alinan sinovyal siv1 6rnegi bulanik, viskozitesi azalmig

ve notrofilce zengindir. Gram boyama ve kiiltiir sonuglar1 negatiftir (17,18).

5.1.4.5. Cilt bulgulan

Hastalarin %3-46’sinda, siklikla diz ve ayak bilegi arasindaki deri bodlgesinde
lokalize, bazen de ayak sirt1 {izerinde, erizipel benzeri kizariklik gozlenir. AAA igin
oldukga tipik olan bu lezyona ¢ogunlukla ates ve artrit eslik eder. Semptomlar siklikla 24-
48 saat stirer (10).

5.1.4.6. Vaskiilit

Vaskiilit tiirlerinden Henoch Schonlein Purpurasi ve Poliarteritis Nodosa, AAA

hastalarinda daha sik goriilmektedir (1,10).

5.1.4.7. Kas bulgular:

AAA’da cesitli sebeplere bagh olarak kas tutulumu olabilir. Kisa veya uzun siireli
kas agrisi, egzersize bagl baldir agrisi, kolsisin miyopatisi baslica sebeplerdir. Ates ve
hastanin subjektif sikayetlerini destekleyecek fiziksel veya laboratuar bulgusu yoktur. Kas

tutulumu % 30-40 ortaya ¢ikabilir (18).

5.1.4.8. Amiloidoz

AAA hastaliginin bir diger 6zelligi, hastalarin 6énemli bir kisminda sekonder (AA-
amiloid assosiye- tipi) amiloidoza neden olabilmesidir. Amiloidoz gelisme siklig1 etnik
farklilik gostermektedir. Tiirklerde amiloidoz gelisimi diger etnik gruplara gore oldukga

yiiksektir (19).

5.1.5. Laboratuar

Bir ¢ok laboratuar testi olmasina ragmen, AAA i¢in spesifik bir laboratuar testi
yoktur (15). Ataklar sirasinda, lokositoz, periferik yaymada sola kayma, eritrosit

sedimantasyon hizi1 ve akut faz reaktanlar1 (AFR)’nda artis 6nemli bulgulardir. AFR;
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C-reaktif protein (CRP), serum amiloid A (SAA), fibrinojen, haptoglobulin, C3, C4’dur.
Akut atak sirasinda renal amiloidoz olmaksizin albuminiiri veya hematiiri goriilebilir (20).
Baz1 hastalarda bu akut faz reaktanlar1 sadece ataklar sirasinda degil, atak aralarinda,
asemptomatik donemde de yiiksek seyretmeye devam edebilir. Ciinkii asemptomatik
donemde de devam eden subklinik bir inflamasyon mevcuttur (5).

AAA hastalarinda, SAA Olgiimleri diizenli olarak kontrol edilmelidir. SAA
degerinin, 1000 mg/ml’den daha yiiksek bulundugu baska bir hastalik olmadig1 i¢in, SAA
artis diizeyi, asemptomatik hastalarda tan1 koymaya yardimeci olur. Asemptomatik
hastalarda, akut faz yanit1 swrasinda gozlenen SAA degerleri, amiloidoz gelisim
yatkinliginin belirlenmesi ve ilag tedavisi diizenlenmesi agisindan da faydalidir (21).
Amiloidoz, her hastada ortaya ¢gikmamaktadir. AAA hastalarinda, AA amiloidoz gelisimi
icin li¢ genetik faktor belirlenmistir. Bunlardan birincisi, MEFV genotipidir. Homozigot
M694V mutasyonu tasityanlarda, hastalik baslangic yasi, atak sikligi ve amiloidoza
yatkilhk acisindan, daha agir bir tablo gdzlenmektedir. Ikinci risk faktori, erkek
cinsiyetidir. Ugiincii faktor ise SAA1 genotipi olup, SAA1.1 homozigotlugu, giiclii bir risk
belirleyicisidir. AAA’nin II. fenotipik goriiniimii kabul edilen, ataklar olmaksizin,
hastaligin amiloidoz tablosuyla ortaya ¢ikisi, ataklar arasi donemde tipik olarak CRP ve
SAA diizeylerinde artistan anlasilabilecegi gibi, subklinik inflamasyona baglanabilir (6).

Yapilan bir calismada hastalarin eklem ve sivi 6rneklerinde C5a inhibit6r aktivitesi
saptanmamustir (22). Proinflamasyon sitokinleri olan IL-17 ve IL-18 diizeyleri de AAA
ataklar1 sirasinda artmaktadir (5). AAA hastalarinda interferon-gama (IFN-y) diizeyi
normal bireylere gore daha yiiksektir, ayrica AAA ataklari boyunca anlamli derecede

artmaktadir (23).

5.1.6. Tam

AAA tanisi, biiyiik 6l¢iide klinik degerlendirmelere gore konulmaktadir. Siklikla

Tel Hashomer grubunun 6nerdigi tani kriterleri kullanilmaktadir (24).

Tel Hashomer kriterleri;

(Kesin tan1 = 2 major veya 1 major + 2 mindr; Olas1 tan1 = 1 major + 1 mindr)



Kriterler Klinik bulgular

Major kriterler 1- Peritonit, sinovit veya pldritin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklar
2- Kolaylastirict bir hastalik olmaksizin AA tipi amiloidoz olmasi

3- Kolsisin tedavisine iyi yanit

Minér kriterler 1- Tekrarlayan ategli ataklar
2- Erizipel benzeri eritem

3- Birinci derece akrabalarda AAA olmasi

Livneh ve Ark. (25,26) kolsisinin minér bir bulgu olarak yer aldigi ve Tell-
Hashomer kriterlerine gore daha kapsamli bir tan1 kriteri seti olusturmuslardir. Livneh ve
Ark.’nin Onerdigi AAA tani kriterleri major kriterler, mindr kriteler ve destekleyici
kriterlerden meydana gelmektedir:

Livneh ve ark.’nin major AAA kriterleri;

1- Yaygin peritonit,

2- Plorit (tek tarafll) veya perikardit,

3- Monoartrit (kalga, diz, ayak bilegi),

4- Yalniz ates ( Rektal 1sinin olmamast),

5- Eksik (inkomplet) abdominal ataklar.

1, 2, 3 ve 4. kriterler tipik ataklardir. Tipik ataklar her seferinde ayni1
karakterdedirler. Atak siiresi 12—72 saattir ve ates 38°C’den yiiksektir. Eksik ataklar ise
viicut 1s1s1nin 38°C’nin altinda olmasi, atak siiresinin tipik atak siiresinden daha uzun veya
daha kisa olmasi, abdominal atak boyunca peritoneal bulgularin bulunmamasi, lokalize
abdominal agrilarin bulunmasi ve spesifik eklemlerden bagka eklemleri tutan artrit
ozelliklerinden biri veya ikisi bakimindan tipik ataklardan farkl ataklardir.

Livneh ve Ark.’nin mindr AAA Kkriterleri;

1- Inkomplet gogiis ataklari,

2- Inkomplet artrit ataklari,

3- Egzersizle bacak agrisi,

4- Kolsisine iyi cevap.

Livneh ve Ark.’nin destekleyici AAA kriterler;

1- Ailede FMF o6ykiisii,



2- Etnik koken,

3- Ataklarin 20 yasindan 6nce baslamasi,

4- Atagin ciddi yatak istirahati gerektirmesi,

5- Ataklarin kendiliginden ge¢mesi,

6- Ataklar aras1 semptom olmamasi,

7- Tekrarlayan proteiniiri ya da hematiiri,

8- Gereksiz laparotomi veya apendektomi hikayesi,

9- Akraba evliligi.

Livneh ve Ark.’nin 6ne siirdiigii tan1 kriterlerine gore kesin tan1 i¢in 1 major kriter,
en az 2 mindr kriter, 1 minér ve 5 destekleyici kriter veya 1 mindr ve destekleyici
kriterlerden ilk dordii segeneklerinden biri gerekmektedir (25,26).

AAA’nin  genetik tanisinda tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP),
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP), revers-hibridizasyon esasina dayali
testler (strip testler) veya dogrudan dizi analizi gibi yontemlerden herhangi biri
kullanilabilir. Klinik tani kesinse, genetik tan1 ne olursa olsun, tan1 degismemekte ve
tedaviye devam edilmektedir. Genetik tam1 Ozellikle klinik tanmin siipheli oldugu
durumlarda 6nemlidir. Aile taramalarinda asemptomatik bireylerde mutasyon saptanmasi
diisiik penetrasyonlu bir mutasyona veya preklinik sathada olan bir hastanin erken
saptanmasina bagl olabilir. Baz1 aragtirmacilar klinik herhangi bir belirti olmasa da kotii

prognozu gosteren M694V mutasyonuna sahip hastalarin tedavi edilmesini onerirler (17).

5.1.7. Ayirici1 Tam

Bir hastada 2 yildan daha uzun bir siiredir tekrarlayan ates ataklar1 varsa, bunlara
infeksiyon veya malign hastaliklarin yol agmasi ¢ok olasi degildir. Bu durumda, kalitsal
periyodik ates sendromlarina ek olarak jiivenil romatoid artrit, erigkin baslangichi Still
hastalig1, inflamatuar bagirsak hastaligi, Blau sendromu, Schnitzler sendromu ve Behget
hastalig1 gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklar ayirici tanida yer almalidir. AAA’nin ayirict

tanisi toblo 1’de 6zetlenmistir (27).
5.1.8. Tedavi

Kolsisin 1972 yilinda Goldfinger ve Tiirkiye’den daha genis hasta grubu igeren

Ozkan ve arkadaslarmim yaymladiklar1 galismalar ile AAA hastalarinda tedavi segenegi
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olmustur (28,29). Kolsisinin doza bagl olarak degisik etkileri bulunmakla birlikte,
sitoplazmada tubuline baglanarak hiicre mikrotiibiil polimerizasyonunu durdurdugu ig¢in
hiicre iskeleti proteinlerini etkileyerek notrofil kemotaksisini inhibe eder, amiloidoz
gelisimini engeller (30).

Yiiksek doz kolsisin, mikrotiibiillerin “art1” u¢larinda polimerlesmeyi; diisiik dozlar
ise tiibiilin degisimini engeller. Mikrotiibiil dinamigi etkilendiginde, I6kosit gogii
baskilanir. Kolsisin, notrofil ve endotel hiicrelerinde, yiizey adezyon molekiillerinin say1 ve
dagilimini degistirerek, 16kosit adezyonunu da bozar (31). Cocuklarda kullanilan miktari
1-2 mg/giindiir (1 mg/m?/giin) (15).

Kronik aktif hepatit nedeni ile INF-a tedavisi kullanmakta olan AAA’l1 bir hastanin
ataklariin kaybolmasi bu tedavisinin kolsisine direngli olgularda kullanilabilecegini

diistindiirmiistiir (32).

5.1.9. MEFYV geni ve mutasyonlari

MEFV (MEditerranean FeVer) geni olarak adlandirilan bu gen 16. kromozomun kisa
kolunda (16p) 13.3 bolgesinde 10 ekzonluk, 15 kb’lik, 3505 niikleotitten olusan bir gendir.
Ayni anda bulunan genin olusturdugu proteine Fransiz grubu “Marenostrin:Akdeniz”,
diger grup ise “Pirin:Ates” ismini vermisti. MEFV geninin 16. kromozomda

lokalizasyonu sekil 2’de gosterilmektedir. (33).
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Sekil 2: MEFV geni lokalizasyonu. MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunun 13.3
bolgesinde, 3.232.028-3.246.627 baz ¢iftleri arasinda lokalize olmustur (33).
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MEFV geni, pirin veya marenostrin olarak bilinen ve mikrotiibiillerle birlikte olgun
noétrofil ve monositlerden sitoplazmik bir protein olarak salinan 781 aminoasitli bir proteini
kodlar. Pirin salimimi interferon-y (IFN-y) ve TNF gibi inflamatuar mediatorlerce
indiiklenir. Pirin bolgesi apoptoziste ve inflamasyonda yer alan birtakim proteinlerce
paylasilir ve son bolgeler (death domains), son-uyarict bolgeler (death-effector domain) ve
caspase-rekriiitman bolgelerinin yer aldigi altili heliks demeti son-bolge siiperailesinin
(six-helix bundle death-domain superfamily) bir {iyesidir. Pirin, bir pirin bolgesi igeren
diger proteinlere 6zgiil olarak baglanir (27).

Pirin proteini 4 farkli domain igerir; N-terminal ucunda yaklasik 92 amino asitlik
PYD/pirin domaini, C-terminalinde B30.2/rfp/SPYD domaini, PYD ve B30.2 rfp/SPYD
domainleri arasina sikismis B-box ve CC (coiled-coil/sarmallanmis sarmal) segmentleridir.

Pirin proteininin sematik gosterimi sekil 3°te yer almaktadir (27).

R42W  S108R E163A P369S R408Q E474K 1591T  Te81l K695R

L110P E187D H478Y  pe4slL  Y688X V704l
335ins  E230K Fa79L L649P [692del 1720M
E148Q E2671 R635H M694del V726A
E148V E319K E656A M694V A744S

S675N M6941 R761H
G678E M694L

M680L

M6801

Sekil 3: Pirin (marenostrin) proteininin sematik gdsterimi. Siyah harflerle belirtilenler
AAA bulunan yaygin yanlis anlamli mutasyonlardir (27).

Amino ucu mikrotiibiillere baglanir; dolayisiyla karboksil ucundaki B30.2 alanini
etkileyen mutasyonlar, bu baglanmay1 etkilemez. Phalloidinle boyandiginda, cekirdek
etrafinda ve gevresel diizlemsel kabarikliklarda, aktinle beraber yer aldig1 goriiliir (31).

Sekil 4’te gosterildigi gibi AAA’da simdiye kadar 193’1 substitiisyon (yanlis
anlaml1), 2’si insersiyon, 2’si delesyon, 2’si duplikasyon seklinde olmak iizere 199
mutasyon tanimlanmistir (34). Mutasyonlarin ¢cogu 10, 2, 5 ve 3. eksonlardadir. Sekil 5°de
mutasyonlar ve bulunduklar1 eksonlar gosterilmistir (35).

Tiim AAA mutasyonlarinin neredeyse % 99'unu olusturan alt1 yaygin mutasyon
mevcuttur; bunlar M694V (incelenen popiilasyona bagl olarak vakalarin % 20-65'inde

bulunur), V726A (% 7-35'inde), M6801, M694L V6941 ve E148Q'dur. Burada belirtilen ilk
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N sequence variants per alteration
From Infevers website - 2011-01-16

Substitution 193
Insertion f| 2
Deletion || 2
Duplication | 2

Delins |0

Sekil 4: AAA gen mutasyonlarinin tipleri/nitelikleri (34)

lic mutasyon i¢in, en az 2500 y1l 6ncesinde ortak atalarin oldugunu gosteren bir ata etkisi
tesbit edilmistir (27). Tablo 2’de c¢esitli etnik gruplarda ve gesitli iilkelerde en sik izlenen

mutasyonlar 6zetlemistir (12).

Tablo 2: Cesitli etnik gruplarda ve ¢esitli tilkelerde en sik izlenen mutasyonlar (12)

Israil Kuzey Afrika Yahudileri: M694V, E148Q
Irak Yahudileri: V726A, M694V, E148Q, M6801
Ashkenazi Yahudileri:  E148Q, V726A
Orta Dogu  Araplar: V726A, M6801, M694V, M6941, E148Q
Tiirkiye Tirkler: M694V, M6801, V726A, E148Q
Ermenistan Ermeniler: M694V, M6801, V726A, E148Q
Japonya Japonlar: M6941, [L110P;E148Q], R761H, E84

MEFYV allellerinde bulunan mutasyonlara gore {i¢ ayr1 fenotip tanimlanmistir:

1-Fenotip I (Belirgin AAA): Hastalikla ilgili ¢ogu belirti, M694V mutasyonu basta
olmak iizere, sik rastlanan mutasyonlarin gozlendigi ve bu mutasyonlar ile klinik tablonun
agirlagsma egilimi arasinda iliski bulunan hastalar.

2-Fenotip II (izole amiloidoz): Ilk veya tek belirti olarak amiloidozu bulunan ve
M694V mutasyonuna ¢ok sik rastlanan hastalar.

3-Fenotip III (Sub/pre-klinik AAA): Klinik olarak hasta olmayan ancak MEFV
mutasyon tastyicisi olanlar.

III. fenotip kapsaminda c¢ogunlukla, EI148Q ve V726A mutasyonlarina
rastlanmaktadir. Bu kategorideki kisiler, diger iki kategoridekilerden ¢ok daha fazla olup,
bu fenotipin ortaya ¢ikigini etnik kdken etkilemektedir (36).
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E148Q mutasyonu, en sik rastlanan bes mutasyondan biri olup, bazi durumlarda
klinikle iligkisiz bir polimorfizm olarak kabul edilmistir. Bu mutasyon baska bir
mutasyonla birlikte, hastaligin kendini géstermesine neden olabilir (37).

Mutasyon tarama amaciyla bazi yontemler gelistirilmistir. MEFV geninin kodlayici
bolgesi, yaklagik 2400 b¢ uzunlugunda ve gdzlenen mutasyonlar ¢ok ¢esitli oldugu i¢in,
tiim gen dizisinin taranmasi, 6zellikle sik gozlenen mutasyon profillerinin tanimlanmadigi
toplumlarda olduk¢a zordur. Dolayisiyla, gen analiz yontemleri, bilinen ve sik gozlenen
mutasyonlarin taranmasiyla siirlandirilmaktadir. AAA tanist kondugu halde, PZR-RFLP
(Polimeraz Zincir tepkimesi [Reaksiyonu]- Restriksiyon kesim parga uzunluk
polimorfizmi [Restriction Fragment Length Polymorphism]) yontemiyle mutasyon
saptanmayan hastalar i¢in gelistirilen izotopik olmayan Rnaz ayrilma yontemi (NIRCA-
Nonlsotopic Rnase Cleavage Assay) giivenli, hizli sonug¢ veren ve fazla masrafli olmayan
alternatif bir yontemdir. Bu yontem, riskli etnik gruplara dahil olmayan, dolayisiyla
mutasyon yelpazesi bilinmeyen topluluklarda, ilk basamak tarama teknigi olarak
kullanilabilir. Rutin kullanimda, sirasiyla 10 ve 2, bunlardan sonu¢ alinmadiginda ise 3 ve
9. eksonlar taranmalidir (38).

MEFV mutasyonlarinin incelenmesi i¢in siklikla denatiire edici jel elektroforezi,
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) ve ters hibridizasyona dayali yontemler
kullanilmaktadir (39).

5.1.10. Patogenez

Lokosit-endotel ~ yapismast  ve  dokularda  16kosit  birikiminin  dnemli
mediyatorlerinden olan IL-8 ile yapismada yer alan interseliiler adezyon molekiilii-1
(ICAM-1)’in ¢oziinilir formunun, kontroller ile karsilagtirildiginda Tiirk AAA hastalarinda
ataklar sirasinda anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Ancak ilging¢ bir bulgu
ICAM-1’in remisyonda da yliksek seyretmesidir. Benzeri bulgularin akut faz reaktanlari
icin de gosterilmis olmast AAA’nin klinik olarak remisyonda goriindiigii donemlerde de
subklinik inflamasyonun siirdiigiinii diistindiirmektedir (40).

1976 yilinda AAA'min katekolamin metabolizmasindaki  bozukluklardan
kaynaklanabilecegi hipotezi ortaya atilmistir. Hayashi ve ark. (41) tekrarlayan peritonit
ataklar1 olan bir hastanin ataklarinin reserpin ile baskilandigin1 ve noradrenalin inflizyonu
ile uyarildigini gdstermis ve hastaligin patogenezinde katekolamin metabolizmasina dikkat
cekmistir.
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Chae ve Ark. (42) pirin-/- mutant farelerde yaptiklari ¢aligmalarda yabanil-tip
pirinin kaspaz-1’in proteolitik aktivasyonunu inhibe ederek IL-1p parg¢alanmasini regiile
ettigini ileri slirmiistiir. Chae ve Ark.’in ileri siirdiigi metabolik yolda pirin ASC
(Apoptosisle iligkili CARD igeren speck protein, CARD: kaspaz toplayici alan) proteinine
baglanmak i¢in kaspaz—1 ile yarisir. ASC inflamazom olarak adlandirilan kompleksi bir
araya getirir. Bu makromolekiiler kompleks 6n yangi sitokinlerinin varliginda pro-kaspaz-
I’1 (ICE, IL-1P yariklayic1 enzim) aktive eder. Kaspaz-1 IL-1B’nin bir boliimiinii kirarak
ates ve yangi aracisi olan aktif forma dontiistiirtir. Pirin bu metabolik yolda yangi énleyici
sitokinlerin uyarimi ile ASC’ ye baglanir ve prokaspaz—1’in aktif hale ge¢gmesini ve IL-13
salinimim1 engeller. Mutant pirin ASC’ ye baglanamayacagindan inflamasyonu
engelleyemez. Sekil 6’da pirinin, ASC aracilikli kaspaz-1 oligomerizasyonunda rolii
gosterilmistir (42).

Kaspazlar (sistein i¢eren, aspartata-0zgii proteazlar,/cysteine-containing aspartate-
spesific proteases-caspase) kalsiyumdan-bagimsiz hiicre i¢i sistein proteaz sinifinin en
onemli bolimiinii olustururlar (43). Gilinlimiize kadar insan ve farelerde 14 kaspaz
tanimlanmis ve bunlarin 11 ayr1 fonksiyonu gosterilmistir (kaspazl-14). Kaspazlar
biyolojik fonksiyonlarina gore sitokin aktivasyonu yapanlar (inflamatuar grup, kaspaz
1,4,5,11,12,13,14), apoptozu baslatanlar (baslatic1 inisiyator grup, kaspaz 2,8,9,10) ve
apoptozu yiiriitenler (efektor grup, kaspaz 3,6,7) olarak 3 ana grupta incelenmektedir.
Insan kaspazlarindan kaspaz 1, 4 ve 5; kaspaz-1 alt grubunu olustururlar. Tiim kaspazlar
N-terminal ucunda CARD bolgesi tasirlar (44,45). Kaspazlar hiicre iginde inaktif
monomerler (zimojen form) seklinde bulunurlar. Monomerik inaktif prekiirsorler
dimerizasyon (oligomerizasyon) ile aktif hale geger (46).

ASC, noétrofillerde inflamasyonu ve apoptozu regiile etmek lizere eksprese edilen
adaptor bir proteindir. Amino ucunda bir PYD (pirin) bolgesiyle karboksi ucunda bir
CARD bolgesi icerir. ASC’m PYD ve CARD bdliimleri protein-protein etkilesim
boliimleridir ve ASC’1n oligomerizasyonunda 6nemli rol oynarlar (47).

Chae ve ark. (48) tarafindan 2006 yilinda yapilan baska bir ¢caligmada ise pirinin
B30.2 alt birimiyle kaspaz-1’e dogrudan baglanarak inaktivasyon sagladigi gosterilmistir.
Ayrica sekil 7°de goriildiigii gibi B30.2 alt biriminin {i¢ boyutlu yapis1 belirlenmis ve ciddi
hastalik fenotipiyle sonuglanan mutasyonlarin (M680I ve M694V) bu alt birimin kaspaz—1
ile birlesme bolgesinde bulundugu gosterilmistir. Boylece genotip-fenotip korelasyonuna

molekiiler bir boyut kazandirilmistir.

15



Inflamasyon

(Ates) I
oM © S R

IL-1p

=]
()
Pro-IL-1B

Prokaspaz-1

Proinflamatuvar sitokinler Antiinflamatuvar sitokinler
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Sekil 6: ASC aracilikli kaspaz-1 oligomerizasyonunda pirinin rolii. Sol taraf: 6n yangi
sitokinleri ve LPS ASC’yi uyarir, ASC CARD etkilesimleri tarafindan pro-kaspaz-1’e
baglanarak oligomerizasyonunu ve otokatalizi baslatir. Aktif P10/p20 alt iiniteleri pro-IL-
1B’y1 olgun IL-1B’ya ¢evirerek ates ve inflamasyonu baglatir. Sag taraf: yangi onleyici
sitokinler pirini indiikler, pirin homotipik pirin alt {initeleri etkilesimi ile ASC’ye baglanir
ve kaspaz-1 ile olan etkilesimleri bloke olur (42).

Kaspaz-1 Pirin

Sekil 7: Pirin ve kaspazin etkilesim modeli. M694V ve M6801 mutasyonlar1 baglanma
yiizeylerinde bulunmaktadirlar (48).
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Birden fazla Ortadogu popiilasyonunda yiiksek frekansta mutasyona ugramis
MEFV geninin bulunmasi heterozigot tasiyicilarin, muhtemelen Akdeniz havzasinin heniiz
tanimlanamamis endemik bir patojenine karsi artmis direng gibi heniiz bilinemeyen bir
avantaja sahip olduklart hipotezine yol agmustir. Pirinin apoptozis mediatorii olarak is
gordiigii konusunda gittikge artan kanitlar bulunmaktadir. AAA patogenezi tizerindeki bir
baska hipotez de kemotaksisin 6zgiil bir inhibitérii olan, kompleman faktérii C5a ve
interlokin-8'1 inaktive eden peritoneal ve sinoviyal sivilarda bulunan bir serin proteazi da
isin i¢ine katmaktadir. Bu inhibitoriin uygun olmayan inflamasyonu 6nlemede is gordigii
distiniilmektedir. AAA'In hastalarin serdz sivilarinda bu CS5a inhibitoriiniin aktivitesinin
oldukca azalmis oldugu bulunmustur. Pirin ve CS5a-inhibitorii arasindaki hipotetik iliski

heniiz kurulamamustir (27).

5.2. Sitokinler

Sitokinler; aktive olan hiicreler tarafindan sentezlenen, hiicresel biiylime,
inflamasyon, immiinite, doku onarimi1 ve hematopoez gibi énemli biyolojik olaylarda rol
oynayan, molekiil agirligt 8-110 kDa arasinda degisen, glikoprotein yapisinda sinyal
polipeptidleridir (49).

Lenfositler tarafindan {iretilen sitokinler “lenfokin”, monositler tarafindan
iiretilenler “monokin”, kemotaksiste etkili olanlar “kemokin” ve tek bir 16kosit tarafindan
iretilip diger I0kositler {izerinde rol oynayan sitokinler ise “interlokin” olarak
tanimlanmaktadir. Sitokinler, tretildikleri hiicreler {izerine etki ederek “otokrin” etki,
komsu hiicreleri etkileyerek “parakrin” etki veya uzaktaki hiicreleri etkileyerek “endokrin”
etki gosterirler. Degisik hiicre tipleri ayni sitokini salgilayabilir ve tek bir sitokin farkli
hiicre tipleri iizerine “pleiotropik” etki gosterebilir. Benzer gorevler farkli sitokinler
tarafindan da uyarilabilir. Genelde, bir sitokin diger sitokinleri iireten hedef hiicreleri
uyararak bir dizi selale seklinde salgilanirlar. Sitokinlerin bir kismi sinerjik etki
gosterirken, bir kismi ise antagonistik etkiye sahiptir (50).

Sitokinler hormona benzemekle beraber 0zellesmis bir dokudan degil de cesitli
hiicreler tarafindan yapildiklar1 i¢cin hormon kabul edilemezler (51). Hormon ve sitokin

arasindaki farkliliklar tablo 3’te gosterilmistir (52).
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Tablo 3: Hormon ve sitokin arasindaki farkliliklar (52)

Hormonlar Sitokinler
Ozel tek bir hiicreden sentezlenir Farkli doku ve hiicrelerden sentezlenir
Her hormonun tek fonksiyonu vardir Yapisal olarak birbirinden farkli olan

sitokinler ayni etkiyi gosterebilir

Belli hedef hiicrelere spesifik olup smirl Cok sayidaki hedef hiicreye ¢oklu etki

etki spektrumuna sahiptirler (insiiliin hari¢) | gdsterebilirler (pleiotropizm)

Sitokinler ¢ok genis bir protein grubu olmakla birlikte bu molekiillerin ortak bir¢ok
ozellikleri vardir. Bunlar (53):

1) Sitokinler dogal ve spesifik immunitenin effektor fazinda iiretilirler ve bagigiklik
ve inflamatuar yanitlarin olusmasimni ve diizenlenmesini saglarlar. Dogal bagisiklikta
lipopolisakkarid gibi mikrobik {riinler mononiikleer fagositleri direkt olarak uyararak
kendi sitokinlerini salgilatirlar. T hiicrelerinden tiireyen sitokinler yabanct antijenlerin 6zel
olarak taninmasina yanit olarak meydana gelirler.

2) Sitokin salinimi kisa, kendini smirlayan bir durumdur. Genel olarak sitokinler
onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen tranksripsiyonu ile baglatilir.
Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gecici olup, sitokinleri kodlayan mRNA’lar
stabil degildir. Bu nedenle sitokin salinimi gegicidir ve bir kez sentezlendiginde, sitokinler
hizla salinirlar.

3) Sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilir. Yani bu molekiillere toptan sitokin
demek ve lenfokin ya da monokin gibi selliiler kokenlerini belirtmemek daha uygundur.

4) Sitokinler bir¢ok farkli hiicre tiplerine etki ederler.

5) Sitokinlerin ayni hedef hiicrede farkli bir¢ok etkileri vardir. Baz1 etkiler aym
anda meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilir (dakikalar, saatler,
giinler).

6) Sitokin etkinligi genellikle gerektiginden fazladir.

7) Sitokinler diger sitokinlerin sentezini etkiler; Yani; ikinci, liglincii sitokin, birinci
sitokinin biyolojik etkisine ortam hazirlayabilir.

8) Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarmi etkilerler. ki sitokin
birbirini antagonize eder veya additif etki gosterebilir. Ya da bazi durumlarda sinerjik etki
gosterebilirler.

9) Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki

0zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Bu reseptorler transmembran
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proteinler olup, ekstraselliller domainleri vardir ve 6zel olarak sitokinleri ve biiylime
faktorlerini tanir ve baglarlar. Sitokin reseptorleri, ligandlarina karst asir1 affinite
gosterirler. Dissosiasyon katsayilari (Kd) 10" - 10"* M arasindadir. Biyolojik etki
olusturabilmek i¢in ¢ok kii¢iik miktarlarda sitokin yeterlidir.

10) Bircok sitokin reseptdriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan diizenlenir.

11) Sitokinlere verilen hiicresel yanitlarin cogu yeni mRNA ve protein sentezini
gerektirmektedir.

12) Bir¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenlerler yani biiyiime

faktori gibi etki ederler.

5.2.1. Sitokinlerin Simiflandirilmasi

Sitokinler genel 6zelliklerine gore asagidaki sekilde siniflandirilirlar (54):

1- Nonspesifik immiiniteyi ve inflamasyonu arttiranlar (proinflamatuar sitokinler):
IL-1, IL-5, IL-6, IL-8, interferon a, interferon vy, timor nekrozis faktor (TNF).

2- Lenfosit aktivasyonu, biiyiime ve diferansiasyonunda gorev alanlar (spesifik
immiinite): IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16.

3- Kemik iligi prekiirsorlerinin koloni stimiilasyonunu yapanlar: Graniilosit koloni
stimiilan faktor (G-CSF) ve graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-CSF).

4- Regiilator sitokinler: IL-10 (sitokin sentez inhibitor faktor), transforming
growth factor- B (transforme edici biiylime faktorii, TGF-f).

5- Kemokinler: IL-8; RANTES [aktivasyonla regiile edilen, normal T hiicresi
ekspresyonu ve sekresyonu (Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and
Secreted)]; monosit kemoatraktan protein (MCP) 1, 2 ve 3; eotaksin; makrofa;j inflamatuar
proteinler (MIP-1a,, MIP-1p).

Bir diger siniflandirmada ise sitokinler inflamasyon reaksiyonlarindaki rollerine
gore proinflamatuar sitokinler ve antiinflamatuar sitokinler olarak siniflandirilmaktadir. IL-
I, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar
degisikliklerin olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli immiin yanitin ortaya
cikmasinda rol alirlar. IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi antiinflamatuar sitokinler, immiin yanit1 ve
baz1 sitokinlerin sentezini baskilayabilirler. IL-10’un temel biyolojik etkinligi T
hiicrelerinden sitokin yapimini baskilamak oldugu icin sitokin sentez inhibitérii oldugu
bilinir. Baz1 sitokinler ise alisilmadik bir sekilde hem pro hem de antiinflamatuar etki
gosterebilir. Ornegin IL-8, lokal inflamasyon sirasinda notrofil etkinligini saglayabilir. IL-
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8’in inflamasyon sahasinda hizla ¢ogalmasi da inflamasyona nétrofil infiltrasyon yanitini

azaltic1 etki gosterir (55,56,57). Tablo 4’te baz1 sitokinlerin molekiil agirliklari, hiicre

kaynaklari, hedef hiicreleri ve fonksiyonlar1 gosterilmistir (56,57).

Tablo 4: Bazi sitokinlerin molekiil agirliklari, hiicre kaynaklari, hedef hiicreleri ve

fonksiyonlar1 (56,57)
Sitokin MA (kDa) Kaynak Hiicre Ana Hiicresel Hedefler ve
Biyolojik Etkiler
IL-1 IL-1a Makrofajlar, Endotelyal hiicreler: aktivasyon
15-17 kDa, Fibroblastlar, (enflamasyon, koagiilasyon)
Hipotalamus: ates
IL-1B T ve B lenfositler, | Karaciger: akut faz proteinleri
15-17 kDa Epitelial hiicreler sentezi
IL-6 21-28 kDa T lenfositler, Karaciger: akut faz proteinleri
Makrofajlar, sentezi
Fibroblastlar, mast | B lenfositler: antikor- yapici
hiicreleri hiicrelerin cogalmasi
IL-8 8-9 kDa Fibroblastlar, Lokositler: kemotaksi ve
monositler, aktivasyon
endotelium
IL-10 - T ve B lenfositler | Makrofajlar: IL-12 yapiminin
inhibisyonu, es-uyaran ve smif I
MHC molekiillerinin
ekspresyonunda azalma
Timor TNF-a Makrofajlar, T ve | Endotelyal hiicreler: aktivasyon
Nekrozis 17 kDa B lenfositler (inflamasyon, koagiilasyon)
faktor Notrofiller: aktivasyon
(TNF) TNF-B T lenfositler, Hipotalamus: ates
25 kDa makrofajlar Karaciger: akut faz proteinleri
sentezi
Kas, yag: katabolizma (kaseksi)
Pek cok hiicre tipi: apoptoz
IFN-y 20-25 kDa T lenfositler Makrofajlarin aktivasyonu, bazi
antikor yanitlarinin uyarilmasi
Tip I IFN-a IFN-a: makrofajlar | Tiim hiicreler; antiviral konum,
interferonlar | 18-20 kDa, artmig sinif | MHC ekspresyonu
(IFN-a ve | IFN-P IFN-p: fibroblastlar | Dogal dldiirticii hiicreler:
IFN-B) 23 kDa aktivasyon
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5.2.2. Sitokinlerin yapisi

Kararl bir yapiya sahip olan sitokinlerin cogunda disiilfit baglar1 ve karbonhidrat
yan zinciri bu molekiillere stabil, par¢alanmaya direngli olma 6zelligi verir. Monomer,
dimer ve trimer yapida olabilen sitokinlerin kristalografik yontem ile yapilan ¢aligmalarda
ic boyutlu yapilarinda farkliliklar gézlenmekle beraber dort farkl aile grubu belirlenmistir
(59).

1- Dortlii a-heliks demeti: En ¢ok iiyesi bulunan bu ailenin kisa zincir alt tipi (IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, GM-CSF, M-CSF, IFN-y) ve uzun zincir alt tipi (IL-6, IL-12,
Epo, G-CSF, CNTF, IL-11, IFN-a, IFN-B, IL-10) olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir.

2- Kisa zincir o/p yapilari: Ug alt grubu bulunmaktadir (kemokinler, insiilinle
iligkili sitokinler).

3- Uzun zincir B-tabakali yapilar: Bu grupta TNF alt grubu (TNF-0,TNF-f), IL-1 ve
FGF yer almaktadir.

4- Mozaik yap1: Bu ailedeki sitokinler (IL-12) heterojen yapidadir.

5.2.3. Tiimor nekrozis faktor (TNF)

TNF orijinal olarak 25 yi1l dnce belirlenmis ve tiimdr dokusunda hemorajik nekroza
neden oldugu icin tiimor nekrozis faktor (TNF) olarak isimlendirilmistir (59).

Ev sahibi hiicrelerin gram negatif bakterilere karsi esas mediatoriidiir. Diger
enfeksiyoz organizmalara karst yanitta da rol oynar. TNF’nin hiicresel kaynagi
lipopolisakkarit (LPS) ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. T hiicreleri, aktive naturel
killer hiicreleri ve aktive mast hiicreleri de bu proteini salgilar. Insan TNF’si nonglikolize
bir transmembran protein olup, molekiil agirligi 17 kDa’dir. ki ¢esit TNF vardir. Bunlar,
genellikle aktif makrofajlardan salinan TNF-a (orjinal olarak kasektin de denir) ile aktif T
hiicrelerinden salinan TNF-B’dir (Ienfotoksin). Biyolojik etkinlik yoniinden aralarinda fark
yoktur (53,55).

Hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptdrlere baglanarak G protein sistemi
araciligtyla ikincil mesajcilart  uyararak degisik hedef hiicrelerde fosforilasyon
reaksiyonlarini hizlandirirlar. Iki tip TNF reseptdrii vardir. Bunlar, sitotoksik aktiviteyi ve
fibroblast proliferasyonunu arttiran TNFR Tip I (75-80 kDa) ile T hiicre proliferasyonuna
neden olan TNFR- Tip II (55-60 kDa)’dir. Buna ek olarak TNF reseptorlerinin ¢éziinebilen

formlar1 (sSTNFR) da mevcuttur ve bunlar hiicre ylizeyindeki TNF reseptorlerinin yikimi
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sonucu proteinlerden kaynaklanirlar. sSTNFR’lerin biyolojik énemi TNF ile yarisip onun
etkilerini bloke etmesidir (53).

Insan TNF-o’s1 233 aminoasitlik, 26 kDa’lik, sinyal peptidi olmayan bir proprotein
olarak iretilir. Yeni sentezlenmis proTNF-a ilk olarak plazma zarinda bulunur ve sonra
matriks metaloproteazlarinin aktiviteleri sayesinde olgun monomeri serbest birakmak iizere
hiicreler arasi1 alanda parcalanir. TNF-o doniistiiren enzim (TACE) bir adamalysindir ve
membranla baglantili enzimler grubunun bir {iyesidir. Bu grup enzimler; TNF-a ve TNF
reseptorleri de dahil olmak ilizere membranla baglantili pek ¢ok proteinin prosesinde kritik
bir rol oynar (60).

Makrofajlarda TNF-o sentezi viriis, bakteri ve parazit tirlinleri, tiimor hiicreleri,
kompleman, sitokinler (IL-1, IL-2, IFN-y, GM-CSF, M-CSF ve TNF-a), iskemi ve travma
gibi biyolojik, kimyasal ve fiziksel etkenlerle uyarilir. TNF-a primer olarak makrofajlar
olmak iizere cesitli hiicre tipleri tarafindan salimirlar. Bunlar; immiin hiicreler (B ve T
lenfositler, basofiller, eosinofiller, monositler, doku makrofajlari, dentritik hiicreler, NK
hiicreleri, ndtrofil ve mast hiicreleri) , nonimmiin hiicreler (astrositler, fibroblastlar, glia
hiicreleri, graniilosa hiicreleri, keratinositler, ndronlar, osteoblastlar, retina pigmenti
epitelyal hiicresi, diiz kas hiicreleri) ve ¢esitli timor hiicreleri tarafindan iiretilebilirler
(60,61).

TNF-a, inflamasyonda en Onemli ana mediatordiir ve immiinoinflamatuar
reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda (10 ® M) lokal etki gosteren gii¢lii parakrin ve
otokrin diizenleyicidirler. Diislik yogunluklarda biyolojik etkileri sunlardir (59):

1) TNF, Iokositlere karst endotel hiicre yiizeyini adezyon molekiilleri (ICAM-I,
NCAM-I, ELAM-I gibi) araciligi ile daha yapiskan hale getirerek damar endotel
hiicrelerinin yeni yiizey reseptorlerini ekspresse etmelerine neden olur. TNF ayni1 zamanda
notrofillere de etki ederek endotel hiicrelerinin yapiskan 6zelliklerini arttirir.

2) TNF, inflamatuar 16kositleri 6zellikle nétrofilleri mikroplar1 oldiirecek sekilde
aktive eder.

3) TNF, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF’nin kendisini iiretmek iizere mononiikler
fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki gosterir.

4) TNF, viruslara kars1 interferon benzeri koruyucu etki gosterir. TNF’nin bu

etkileri mikroorganizmalara kars1 verilen inflamatuar yanitta dnemlidir.
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TNF’nin enfeksiyonlara karsi temel sistemik etkileri asagidaki gibidir (53);

1) TNF, endojen pirojen olarak etki ederek atesi yiikseltir. Bu etkiyi IL-1 ile yapar.
Atesin TNF ve IL-1’e yanit olarak yiikselmesi sitokinle uyarilmis hipotalamus hiicreleri
tarafindan arttirilan prostaglandin E, senteziyle olur.

2) TNF, monontikleer fagositler ve vaskiiler endotel hiicrelere etki ederek IL-1 ve
IL-6’nin dolasima salinmasini uyarir.

3) TNF, hepatositlere etki ederek serum amiloid A ve P proteini, kompleman faktor
3, haptoglobulin, C reaktif protein, o, asid glikoprotein, faktéor B gibi bazi akut faz
proteinlerinin sentezini arttirir.

4) TNF, damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan aktiviteleri arasindaki
dengeyi degistirerek pihtilagsma sistemini aktive eder.

5) TNF, kemik iligini baskilayarak ana hiicre boliinmesini engeller. Siirekli TNF
verilmesi lenfopeni ve immun yetmezlige neden olur.

6) TNF, deney hayvanlarina uzun siire verildiginde kasektik metabolik
degisikliklere neden olur. Kaseksi, TNF ile uyarilan istah azalmasi sonucu olusur. TNF
lipoprotein lipaz aktivitesini arttirir. TNF’nin bizzat kendisi deney hayvanlarinda kaseksiye
neden olurken, IL-1 gibi sitokinler tiiberkiiloz ve kanser gibi kronik hastaliklarda kasektik
duruma katkida bulunurlar.

TNF-a’nin bazi biyolojik etkileri tablo 5’de gosterilmistir (60).

5.2.4. Interlokin-1 (IL-1)

IL-1 gen ailesinin belirlenmis yedi iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan ilk ii¢ {iyenin
hastaliklardaki rolleri tanimlanmistir. Ancak son zamanlarda bulunan diger dort iiyenin
hastaliklardaki rolii bilinmemektedir. IL-1 gen ailesinin, ilk ii¢ tiyesi IL-1a, IL-1B ve IL-
1Ra (IL-1 reseptor antagonisti)’dir. IL-1a ve IL-1f iki farkli genin iirliniidiir. Fakat her
ikisi de ayn1 hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar ve biyolojik etkileri temelde 6zdestir.
IL-1a ve IL-1P agonist aktiviteye sahiptirler, IL-1Ra ise spesifik reseptor antagonistidir.
IL-1a ve IL-1P lider peptidsiz prekiirsor olarak baslica makrofaj ve endotel hiicresinde
sentezlenirler. Herbir prekiirsoriin molekiil agirligt 31 kDa’dur. Spesifik hiicresel
proteazlarla 17 kDa agirliginda matiir formlarina dondsiirler. IL-1f, IL-1a’dan 10-50 kat
daha yiiksek diizeyde sentezlenir ve proinflamatuar 6zellikleri daha giigliidiir. IL-1p inaktif
prekiirsor formda iiretilmektedir. IL-1f"nin inaktif prekiirsoér formu serin proteaz

Tablo 5: TNF-a’nin bazi biyolojik etkileri (60)
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Immiin hiicreler

Nonimmiin hiicreler

Sistemik Etkileri

Monosit/Makrofaj
TNF-a aktivasyonu
Sitokin ve
prostaglandinlerin
uyarilmasi

Kemotaksis ve
transmigrasyon
Diferansiyasyon
inhibisyonu Proliferasyon
baskilanmasi
Polimorfoniikleer Lokosit
Esas integrin cevabi
Fagosit kapasitesinin
artmast Siiperoksid
olusumunu artirir
Ekstraselliiler matriks
aderensini artirir
Lenfositler

T lenfositlerin koloni
olusumunu indiikler

B lenfositlerde
siiperoksidasyonu uyarir
Olgun T lenfositlerde
apoptozisi uyarir

Damar Endotel Hiicreleri
Anjiyogenezis diizenlenmesi
Artmis permabilite
Antifibrinolitik/prokoagiilan
Proliferasyon baskilanmasi
Hiicre iskeleti yapilandirmasi
NO sentaz uyarilmasi
IL-1,IL-3,G-CSF ve GM-
CSF sitokinlerinin uyarilmasi
Prostasiklin uyarilmasi
E-selectin, ICAM ve VCAM
uyarilmasi

Fibroblastlar
Proliferasyonun uyarilmasi
IL-1, IL-6 ve LIF uyarilmasi
Metalloproteazlarin (MMPs)
uyarilmast

Solunum aktivitesinin
baskilanmast

Kollagen sentezinin
inhibisyonu

Yag Hiicreleri

Serbest yag asitlerinin
salinimini artirir

Lipoprotein lipaz1 baskilar
Endokrin Sistem

ACTH ve Prolaktini uyarir
TSH, FSH ve GH inhibe eder
Steroidogenezisde IL-1
inhibisyonunu artirir

Santral Sinir Sistemi
Ates

Istahsizlik

Hipofiz hormon
sekresyonun degisimi
Kardiyovaskiiler

Sok

Kapiller s1zint1
Gastrointestinal

Iskemi

Kolit

Hepatik nekroz

Albiimin tiretiminin
inhibisyonu

Hepatik katalaz azalmasi
Metabolik

Pozitif lipid katabolizmas1
Pozitif protein
katabolizmas1 Stres
hormonlarinin salinimi
Insiilin rezistansi
Inflamatuvar

Sitotoksik aktivite

NK hiicre fonksiyon artisi
IL-2 aracili timor toksisitesi

ailesinden IL-1 konvertaz

enzimi tarafindan aktive edilmektedir. Dolasimdaki IL-1

aktivitesinin cogunu IL-B olusturur. IL-1 i¢in iki farkli reseptor belirlenmistir. Bunlarin her

ikisi de immiinglobiilin {ist familyasinin {iyeleridir. IL-1 molekiillerinin ¢esitli sekillerdeki

fibroblast biiyiime faktorii ile de yapisal iliskisi vardir (53,60,61).

Monositler hem IL-1a hem de IL-1P sentezlemelerine ragmen daha ¢ok IL-1P

sentez ederler. Buna karsilik keratinositler daha ¢ok IL-1 a salgilarlar. IL-1, organizmada

hemen hemen biitiin hiicreler tarafindan yapilmakla beraber daha g¢ok makrofajlar,

keratinositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, dendritik hiicreler, fibroblastlar ve

noétrofillerde de sentezlenmektedir. Bazi hiicrelerde IL-1 devamli olarak yapilabilirse de

mikroorganizmalar, LPS, muramil dipeptid gibi maddelerle uyaridan sonra daha fazla IL-1

salgilanmaktadir. T lenfositlerini uyaran ajanlar ayni1 zamanda makrofajlar1 da uyararak
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IL-1 olugmasina neden olabilirler. Amniyotik sivi, deri ve beyin gibi dokularda herhangi
bir uyar1 olmadan da IL-1 salgilanabilir (51).

IL-1, dogal inhibitorii olan tek sitokindir. Bu inhibitor etkiyi gdsteren mononiikleer
fagositlerden salinan IL-1"e yapisal olarak benzeyen ve IL-1 reseptoriine baglanmak icin
IL-1 ile yarigan IL-1Ra olup, IL-1’in bilinen tiim etkilerini yarigmali olarak antagonize
eder ama diger etkileri tam bilinmemektedir (62).

IL-1, TNF gibi dogal immun sistemin en 6nemli sitokinidir. IL-1 ile TNF’nin
etkileri hemen hemen tamamen aynidir. Yapilar1 ve reseptorlerinin farkli olmasina karsin,
etkilerinin bu kadar benzer olmasmin temelinde her ikisinin de ayni transkripsiyon
faktorlerini aktive etmesi yatmaktadir. Yine de bu iki sitokin arasinda birgok énemli farklar
vardir (53):

1) IL-1’in kendisi doku zarar1 olusturmaz ve TNF’nin neden oldugu doku zararini
potansiyalize eder. Cok yliksek sistemik yogunluklarda 6liimciil degildir.

2) IL-1, TNF’nin inflamatuar ve prokoagiilan 06zelliklerini taklit etse de
Schwatzman reaksiyonunda mediatér olarak TNF’nin yerini alamaz ve tiimorlerin
hemorajik nekrozuna neden olmaz.

3) Birgok tiimor hiicresi IL-1 tarafindan invitro olarak eritilemez.

4) IL-1’in major histokompabilite kompleksi (MHC) molekiillerinin ekspresyonunu
arttiric1 yetenegi yoktur.

5) IL-1, koloni stimiile eden faktdrlerin kemik iligi hiicrelerine etkilerini
engellemekten ¢ok giiclendirir.

IL-1in temel gorevi, enfeksiyon ve diger inflamatuar uyarilara kars1 doku cevabini
yonetmektir. IL-1 diisiik yogunlukta bodlgesel inflamatuar olaylara aracilik eder. Ozel
olarak IL-1, mononiikleer fagositler ve damar endoteline etkiyle IL-1’in daha sonraki
sentezini arttirir. IL-1, kemik iliginde T hiicre aktivasyonu, B hiicre proliferasyonundan
sorumludur. Hematopoietik biiylime faktorleri i¢in kofaktdr gorevi yapar, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-8, interferon (IFN), koloni stimiilan faktér (CSF) ve TNF sentezinin indiiksiyonundan
sorumludur. IL-1 ayn1 zamanda TNF’nin bir¢ok inflamatuar dzelligini de paylagir. Ornegin;
IL-1 endotel hiicrelerine etkiyle pihtilagsmayi arttirir. Lokositlerin biraraya yapigsmasina
aracilik eden yiizey molekiillerinin ekspresyonunu arttirir. IL-1 direkt olarak nétrofil gibi
inflamatuar lokositleri aktive etmez. Mononiikleer ve endotel hiicrelerine etki ederek
16kositleri aktive eden kemokinlerin sentezine neden olur. IL-1 daha yiiksek miktarlarda

salgilandiginda da, kan dolasimina girer ve endokrin etkiler gosterir. IL-1 beyinde ilk
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tanimlanan sitokinlerden olup, baslangigta endojen pirojen olarak tanimlanmuistir. Sistemik
IL-1 hipotalamusta viicut 1sisin1 kontrol eden merkeze dogrudan etki ederek atesin
olusumuna neden olur. Kilo kaybi1, uykunun diizenlenmesi, endokrin sistem, immiin sistem
ve sinir sistemi fonksiyonlarini degistirme, ndronal iletim, epilepsi, sinir hiicre 6liimii dahil
IL-I’in endojen ve ekzojen bir ¢ok etkisi vardir. Karaciger tarafindan akut faz
proteinlerinin sentezini artirir ve metabolik zayiflamanin baglatilmasina neden olur. IL-1,
hipotalamusa etki ederek kortikotropin serbestlestirici faktér (CRF)’iin salinmasina neden
olur. CRF de adrenal kortekse etki ederek steroidlerin salinimini arttirir. Kortikosteroidler
de IL-1 ve TNF’nin salinimmi inhibe eder. IL-1, kollagen doku {iizerine etki ederek
osteoklastik aktiviteyi arttirir ve boylece kemik turnoverinin artmasma neden olur.
Osteoblastlarda ise alkalen fosfataz aktivitesini arttirir. Fibroblastlarin ve sinovyal

hiicrelerin proliferasyonunu saglar (50,53,62).

5.2.5. Interlokin-6 (IL-6)

Interlokin 6 (IL-6) ¢ok genis bir hiicre grubu tarafindan iiretilen pleotropik bir
sitokindir. ilk olarak preaktivasyon halindeki normal insan lenfositleri ve Ebstein Barr
viriislince transformasyona ugratilmis B lenfositler tarafindan immunglobulin salgilatan bir
faktor olarak tanimlanmistir. Degisik dokularin biiyiimesini ve farklilasmasini diizenleyen,
bir¢ok islevi olan bir sitokindir. Hedef hiicreye bagli olarak biiylimeyi uyaran, bliylimeyi
inhibe eden ve farklilasmay1 saglayan etkinlige sahiptir (51,55,60).

IL-6 geni 7. kromozom {iizerinde bulunur. Postranskripsiyonel modifikasyona bagl
olarak 21-28 kDa molekiil agirliginda 212 aminoasitten olusur. Yapisinda iki farkl
glikozilasyon alani ve dort sistein rezidiisii igerir. IL-6’nin reseptorii 60 kDa’luk baglayic
bir protein ile 130 kDa’luk sinyal ileten alt birimden olusur. IL-6’nin en iyi tanimlanan
etkileri hepatositler ve B lenfositleri {izerinedir (53,60,63).

IL-1B, TNF-a, Platelet derivated growth faktér (PDGF) ve IFN-y gibi bazi
sitokinler c¢esitli hiicrelerde IL-6 gen ifadesini uyarabilirler. IL-6 T ve B lenfositler,
fibroblast, endotel hiicresi, monositler, dendritik hiicreler, makrofajlar, keratinositler, glial
hiicreler, stromal hiicreler, osteoklastlar, mezengial hiicreler ve bazi tiimor hiicrelerini iceren
genis bir hiicre grubu tarafindan iiretilir (63).

Proinflamatuar sitokin olan IL-6 akut faz yanitinin baslica mediatoriidiir.

Karacigerde hepatositleri uyararak C Reaktif Protein (CRP), amiloid A, a4 asit
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glikoprotein, o, antitripsin gibi akut faz proteinlerini salgilatir. IL-6’nin en Onemli
biyolojik etkinligi, B lenfosit matiirasyonunu stimiile etmesidir. IL-6’nin etkisi ile B
lenfositler, immiinglobulin sentezleyebilen olgun plazma hiicrelerine farklilasirlar.
Hematopoetik ve megakaryositik onciillerin proliferasyonunu saglayarak, hematopoezi ve
trombopoezi uyarir. Notrofil aktivatoriidiir. IL-6; IL-2 ve IL-2 reseptdr gen ifadesini
uyararak, T lenfositlerin proliferasyonunu ve sitotoksik T hiicrelerine farklilasmasini
saglar. Bununla birlikte IL- 6’nin pirojenik etkisi de vardir (60,63).

IL-6’nin TNF-a, IL-1 ve kemokinlerin gen ifadelerinin down regiilasyonu ile
proinflamatuar yaniti baskilama kapasitesine sahip bir antiinflamatuar sitokin oldugu
distintilmektedir (60).

IL-6’n1n viicuttaki baz1 biyolojik aktiviteleri sunlardir (60):

1- Endojen pirojen,

2- Karacigerde akut faz cevabini indiikleme,

3- Anoreksi ve kaseksi,

4- Trombopoez olugumu,

5- Myeloma hiicrelerinin biiylimesi,

6- Hematopoetik onciillerin gelismesi,

7- M1 hiicrelerinin makrofajlara farklilagmasi,

8- Noronal canlilig: siirdiirme,

9- TNF-a ve IL-1 baskilanmasi.

5.2.6. Interlokin-8 (IL-8)

Interlokin-8 (IL-8) inflamasyonla iligkili sitokinler arasinda yer almakta ve akut
inflamasyon boélgesine l6kositleri ¢ekebilme yetenegine sahip olan bir kemokin olarak
bilinmektedir. IL-8, monosit kemoatraktan protein-1 ve makrofaj inflamatuar protein-1a ve
1B, l6kosit kemotaktik faktor olarak tanimlanmistir (64).

Kemokinler, 8-12 kDa molekiiler agirliga sahip, heparin baglayan proteinler olup %
20-70 oraninda aminoasit dizilerinde homoloji gostermektedirler. Kemokinler,
yapilarindaki sistein  (cysteine=C) rezidiilerinin bulundugu molekiiliin N-terminal
ucundaki yerlesim pozisyonlarma gore CXC, CC, XC ve CX3C olmak iizere 4 gruba
ayrilirlar. Fakat bu gruplardan sadece iki tanesi detayli olarak karakterize edilmistir. Alfa

ve beta kemokinler, yapilarinda 4 sistein icermekte olup kemokinlerin en bilylik grubunu

27



olustururlar. Alfa kemokinlerin yapilarinda bulunan ilk 2 sistein rezidiisii tek bir aminoasit
ile ayrilir ve CXC (Sistein-X aminoasit-Sistein) olarak adlandirilir. Bu ailenin en iyi
tanimlanmis olan1 IL-8°dir. Alfa kemokinler, N-terminal ucuna yakin glutamik asid-16sin-
arjinin dizilerini igerip igermemelerine gore de alt gruplara ayrilmaktadirlar. Alfa-
kemokinler CXC dizilerinde nétrofiller i¢in kemotaktik 6zellige sahip olan glutamik asid-
16sin-arjinin aminoasit dizilerini tasirlar. Buna karsilik, a-kemokinler CXC dizilerinde
lenfositler iizerinde rol oynayacak aminoasit dizileri tagimazlar; bu nedenle a-kemokinler
notrofillere etki ederken lenfositlere karsi etki gostermezler (53,65).

Tiim kemokin reseptdrleri membran bagimli molekiiller olup, yapilarinda 7-
transmembran domainleri bulunmakta ve G-proteinleri ile ¢iftler olusturmaktadirlar.
Kemokin reseptorleri, ‘G- protein- eslesmeli protein’ yapisindadir ve l6kositler iizerinde
eksprese olmaktadirlar. Kemokinler, hedef hiicreler {lizerindeki 6zel G-protein-eslesmeli
hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak hiicre i¢i sinyali baslatirlar, devaminda da hiicre
g0¢ii ve aktivasyonunun indiiklenmesine yol agarlar (66).

Kemokinler genellikle lokal olarak salinan ve etki eden maddelerdir. Cogu organda
bazal kemokin tiretimi diisiik olup, m-RNA diizeyi, total hiicresel RNA diizeyinin %]1’ini
ast1g1 durumlarda hizla ortaya ¢ikar. Iskemik, toksik veya inflamatuar lezyonlarda kemokin
sekresyonu belirgin olarak artar. Kemokinler i¢in en 6nemli uyaranlar sunlardir:

- IL-1B, TNF-a (Tiimor nekrozis faktor-o)

- Lipopolisakkaritler

- Baz1 biiyltime faktorleri (PDGF: platelet derived growth faktor)

- Viral enfeksiyon ajanlari

- Bakteriyel iiriinler

IFN-y, IL-4, Th-1 ve Th-2 lenfositlerden salgilanan sitokinler belirli bir sira ile
kemokin tretimini arttirirlar, oncelikle IL-1 ve ardindan TNF-a hiicrelerden kemokin
salgilanmasin1 saglarlar. Bunun yaninda kemokin iretiminin inhibisyonu; TGF-
(transforming growth faktor), IL-4 ve IL-10 gibi sitokinler ile olur; ancak bu etkilesim
kemokine ve hiicreye gore degisiklik gosterir. Kemokin aktivasyonunun onlenmesi kronik
inflamatuar cevap sirasindaki kemokine karsi olusan yiiksek afiniteli antikorlarin iiretimi
ile olmaktadir (67).

IL-8 monosit/makrofaj, T hiicreleri, notrofiller, endotelial hiicreler, fibroblastlar ve

keratinositleri iceren bir¢cok hiicre c¢esidi tarafindan belli patolojik ve inflamatuar

28



durumlarda tiretilirler. IL-8, notrofiller i¢in gliglii bir kemoatraktandir (T-lenfosit, basofil,
eosinofillere de kemotaktiktir) (68).

Kemokinler inflamasyonda ve homeostazda 16kositlere ve kok hiicrelere kemotaksi
yaptiran sitokinlerdir. Kemokinlerin, 16kosit-endotelyal hiicre iliskilerinde, T ve B hiicre
matiirasyonunda, immiin denetim, tolerans ve immiinitenin olusumunda, T-B hiicre
iletisiminde ve primer immiin cevabin olugmasinda etkin gorevleri vardir (66). Sekil 8’de

kemokinlerin biyolojik rolleri 6zetlenmistir (69).

Anjogenez KEMOKINLER 4@

Lakosit
aktivasyonu

Sekil 8: Kemokinlerin biyolojik rolleri (69)

Méranal
dizilim

HIV
Patogenezi

Embriyogenez

.\,/

5.2.7. Interlokin-10 (IL-10)

Interlokin-10 insan immun yanitinda bulunan en énemli antiinflamatuar sitokindir.
Kromozom 1 iizerinde bir genden kodlanir. Primer olarak T lenfositler, monositler,
makrofajlar, B lenfositler ve notrofiller tarafindan sentezlenen ve supressif bir sitokin olan
IL-10, konak¢inin gram negatif sepsiste organ yetmezligi ve 6liimden korunmasinda kritik
bir rol oynar. IL-10 koruyucu aktivitesini IL-1p, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-6 ve
prostaglandin metabolitleri gibi inflamasyon mediatorlerini inhibe ederek gosterir. IL -10
immun cevabin 6nemli bir regiilatoriidiir. IL-10 birgok sistemik hastalikta ve inflamatuar
durumlarda dolasimda olgiilebilir. Otoimmun, malign, enfeksiydz hastaliklar1 disregiile

ettigi diisliniilen 6nemli bir sitokindir (70).
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Interldkin-10'un hematopoietik hiicre dizileri iizerine multiple biyolojik etkileri
vardir. Insanlarda B lenfositleri igin biiyiime ve differansiye edici faktdr olarak, fare
modellerinde T lenfositleri icin biiylime faktorii olarak etki gosterir. Bu 6zellikleri disinda
immunosiipressif etkileri de belirlenmistir. T hepler-1 hiicrelerinden IL-2 ve IFN-y
yapimini, antijen spesifik T hiicre aktivasyonunu bloke eder. Ayrica monosit ve
makrofajlardan sitokin yapimini inhibe edebilir (71).

IL-10’un tretimi insan T hiicrelerinde IL-12 ve IL-6 tarafindan, monositlerde ise
TNF-a tarafindan arttirtlir. Bu da gosteriyor ki, IL-10’un T hiicreleri ve monositlerdeki
iiretiminin diizenlenme mekanizmalar1 farklidir. LPS tarafindan aktiflenen monositlerde
inflamatuar bir sitokin olan TNF-o’nin iiretimi ile anti-inflamatuar etkiye sahip olan IL-10
salinimi gerceklesir. Bununla birlikte IL-10, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin sentezini
transkripsiyonel (TNF-o ve IL-1) ve posttranskripsiyonel (IL-1 ve IL-6) diizeyde
baskilamaktadir (72).

IL-10, NK hiicrelerinin giiclii bir uyaricisidir ve NK hiicre aktivasyonunu
arttirirken, hiicre yikimin1 da kolaylastirmis olur. Ayrica IL-10, dogal ve kazanilmis
bagisiklik arasinda baglayici gorev iistlenir. Bu islevini antijen sunucu hiicreler (ASH) i¢in
patojenlerin ve 6lii hiicre artiklarinin temizligine katkida bulunarak yapar. Ciinkii IL-10’un
indiikledigi monosit ve makrofajlar antikor bagimli sitotoksisite ve opsonize edilmis
partikiillerin fagositozundan sorumludur (73,74).

IL-10, patojenlere kars1 verilen immiin cevabin sinirlandirilmasinda 6nemli rol alir.
Boylece, konak¢r en az immiin hasarla karsilasarak patojen yok edilir. Ayn1 sekilde, IL-
10’un periferik tolerans ve otoimmiiniteye karsi korunmada da oOnemli rolii oldugu
Onerilmistir. Deneysel otoimmiin ensefalit (EAE), diyabet, insiiline bagl diyabetes mellitus
(IDDM) ve romatoid artiritis (RA) gibi bir¢ok kronik otoimmiin hastalikta Th1 hiicreleri;
IFN-y, lenfotoksin ve TNF gibi sitokinler iiretmektedir. Bu yiizden bu hiicrelerin
otoimmiin hastaliklarda patojenik rolii oldugu 6nerilmistir (73,75).

Hayvan sepsis modellerinde IL 10’un lipopolisakkarit toksisitesini azalttigi
gosterilmigstir. Anti inflamatuar etkileri nedeniyle IL 10’un akut hastaliklarda énemli rol
oynayabilecegi diistiniilmiistiir (76).

IL-10R reseptorii JAK/STAT reseptor ailesine aittir. Fakat IL-10 tek basina bu
antiinflamatuar etkisini gosteremez. Bu etkisini gosterebilmesi icin Oncelikle MAPK
yolunu kullanarak heme oxygenase (HO-1) enzimini iireten geni aktive etmesi gerekir.

Bunun i¢in IL-10 reseptoriine baglandiktan sonra JAK/STAT molekiilleri yardimiyla
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MAPK yoluna girer ve sonra da P38 kinazlar yardimiyla HO-1 geninin transkripsiyonunu
gerceklestirir. Bu gen de HO-1 enzimini {ireterek hem molekiiliiniin biliverdine
doniisiimiinii  katalizler. Daha sonra biliverdin rediiktaz enziminin katalizorliigiinde

bilirubine doniistiiriiliir. Boylece anti-inflamatuar cevap olusur (77).

5.3. C-Reaktif Protein (CRP)

C-reaktif protein (CRP), akut faz reaktam1 gibi davrandigi tespit edilen ilk
proteindir. Ilk kez pnémokoklarin somatik C-polisakkaridlerine baglanmip presipite ettigi
tespit edildigi icin bu isim verilmistir (78). Yakin zamana kadar sadece interldkin
uyarisiyla ve yalnizca karacigerde yapildigi sanilmakta iken, son yapilan c¢alismalarda
koroner arter diiz kas hiicrelerinde ve hastalikli periferik damarlarda da CRP sentezinin
yapildig1 ortaya koyulmustur. Aterosklerotik damarlardaki CRP mRNA diizeyleri,
karacigerdeki ve saglikli damarlardaki diizeylerine oranla 7 ile 10 kat artmig olarak bulunur
(79).

Artmigs CRP diizeyleri, inflamasyonun varligimi ve siddetini belirlemektedir. Doku
hasar1, inflamasyon ve infeksiyon, sitokin aracilig1 ile CRP’nin dolagimdaki diizeyini 1000
kata kadar arttirabilir. Artan CRP degerleri 7-12 giin igerisinde bazal diizeylere tekrar
inebilmektedir (80).

Rutin olarak organik hastaliklarin takibinde, enfeksiyon tedavisine yanitin
izlenmesinde, immiinitesi baskilanmig hastalarda araya giren enfeksiyonlarin
belirlenmesinde, akut faz yaniti olmayan veya hafif yanit1 olan birka¢ 6zel hastaliktaki
araya giren enfeksiyonlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. CRP fosfotidilkolin,
modifiye diisiik dansiteli lipoprotein, hasarlanmis hiicre zar1 veya apopitotik hiicreler gibi
ligandlara baglandiginda; Clq ve/veya faktor H tarafindan algilanir ve kompleman yolunu
aktive eder (81).

Bagisiklik sisteminde CRP'nin anahtar iglevleri sunlardir:

1- Zarar gérmiis doku hiicreleri, bakteri, mantar ve parazitin yapisinda bulunan
fosfokolini tanima ve baglanma 6zelligi,

2- Fagositoz islemi i¢in, opsonin karakterinde hareket edebilmesi, bakterileri
isaretleme yetenegi, hiicre duvari zarar gérmiis hiicrelerin belirlenmesi ve bu hiicrelerin
cekirdek artiklarinin tespiti,

3- Fagositik aktiviteyi tetikleyen kompleman sisteminin ilk komponenti olan Cl'e
baglanabilmesi,

31



4- Inflamatuar sitokinlerin olusumunu stimiile eden polimorfniikleer 16kositlere ve
monositlere baglanabilmesi (82).

Yapilan ¢aligmalarda AAA ataklar1 esnasinda, Ozellikle CRP gibi akut faz
reaktanlarinin ve pro-inflamasyon sitokinlerinin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (83).
Tunca ve ark (84), atak dis1 donemdeki AAA hastalarinin ve heterozigot akrabalarinin
serum akut faz reaktanlar1 (CRP ve AA) diizeylerinin saglikli kontrol grubundan daha

yiiksek oldugunu savunmaktadir.
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6. GEREC VE YONTEM
6.1. Gereg
6.1.1. Vaka secimi

Ekim 2009 — Ekim 2010 yillar1 arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesinde AAA tanisiyla takip edilen 5-15 yaslar1 arasinda 157
hasta (81 erkek, 76 kiz) calisma grubuna alindi. Hastalar, klinik sikayeti olanlar aktif grup
(grup 1), olmayanlar ise pasif grup (grup 2) olarak 2 gruba ayrildi. Aktif grup 81 (41 erkek,
40 kiz), pasif grup 76 (40 erkek, 36 kiz) hastadan olustu. Kontrol grubu olarak 30 saglikli
cocuk (19 erkek, 11 kiz) ¢aligmaya dahil edildi. Hastalar, strip testle revers hibridizasyon
analiz teknigi kullanilarak 12 MEFV gen mutasyonu acisindan tarandi. Ayrica hasta ve
kontrol gubunda IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a ve hsCRP c¢alisildi. Calisilan
mutasyonlar, bulunduklar1 eksonlar, niikleotid siralar1 ve niikleotid degisimleri tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6: Calisilan AAA mutasyonlari

AAA Ekson | Niikleotid Siras1 | Niikleotid Degisimi
Mutasyonlari

E148Q 2 442 G-C
P369S 3 543 G-C
F479L 5 1413 C-G
M6801 10 2040 G-C
M6801 10 2040 G-A
1692del 10 2074-2076 AAT del
M694V 10 2080 A-G
M6941 10 2082 G-A
K965R 10 2084 A-G
V726A 10 2177 T-C
A744S 10 2276 G-T
R761H 10 2283 G-A

6.1.2. Kan orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 polikliniginden mutasyon saptanmasi amaciyla

Biyokimya Anabilim Dali’na K2-EDTA’l tiiplerde gonderilen numuneler 2-8 °C’de en
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fazla 3 giin bekletildikten sonra mutasyon analizi yapildi. Ayrica ayn1 hastalardan alinan

kanlardan serum kismi ayrilarak diger parametrelerin ¢alisilmasi igin -80 °C’de saklandi.

6.1.3. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Kitler

1) Hormon analizorii (Immulite 1000, Siemens, USA)

2) Hormon analizorii (Immulite 2000, Siemens, USA)

3) TNF-a kiti (DPC, Los Angeles, USA)

4) IL-1p kiti (DPC, Los Angeles, USA)

5) IL-6 kiti (DPC, Los Angeles, USA)

6) IL-8 kiti (DPC, Los Angeles, USA)

7) IL-10 kiti (DPC, Los Angeles, USA)

8) HsCRP kiti (Siemens Healtcare Diagnostics, UK)

9) Hibridizasyon cihazi (Profiblot T48, Tecan)

10) Thermal Cycler (Applied Biosystems, 2720)

11) Kuru 1s1 blogu (Labnet AccuBlock D1100)

12) Santrifiij (Labnet Spectrofuge 16M)

13) Mikropipetler (Thermo)

14) FMF Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)(Lysis ¢ozeltisi, GenXtract
Resin, Wash A, Wash B, Hibridizasyon buffer, Color developer, Conjugate solution,
Taq dilution buffer, Amplification mix, DNAT)

15) Elektroforez sistemi (Biorad , Midi)

16) Giickaynag1 (Macro-Active Plus MP-3000, China)

17) Taq DNA polimeraz (Fermentas)

18) Ethidium Bromide (EtBr)

19) TBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu (Fermentas)

20) Agaroz (Prona Agarose, European Economic Community)

21) Eppendorf tiip (0.2 ve 1.6 ml, Neptune)

22) Filtreli mikropipet uclar1 (Neptune)

23) Yiikleme boyast

24) Mikrodalga fir (Blue Line)

25) Derin dondurucu: New Brunswick Scientific U570-86 Seri no 1004-8714-1207
England

26) Vorteks (Labnet vortex mixer)
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6.2. Yontem
6.2.1. MEFV gen mutasyonu tayini
6.2.1.1. DNA izolasyonu:

Kan ornekleri, Lysis ¢ozeltisi ve GENXTRACT Resin’in oda sicakligina gelmesi
beklendi. Sonra sirasiyla;

1) 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrast buffy coat (DNA elde etmek ig¢in
kullanilan, daha c¢ok ldkositten ve trombositten zengin ince tabaka kismi)’dan 1.5 ml'lik
tiiplere 100ul kan 6rnekleri pipetlendi.

2) Uzerlerine 1 ml Lysis ¢ozeltisi eklendi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak birkag kez
alt-iist edilerek karistirildi.

3) 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

4) Tiipler 5 dakika 3000 rpm'de santrifuj edildi.

5) Ust fazda kalan supernetan (yaklasik 1 ml) atilda.

6) Tiiplerin lizerine 1 ml Lysis ¢ozeltisi eklendi ve kapaklar1 kapatildi. Birkag kez
alt-iist edilerek karistirildi.

7) Tiipler 5 dakika 12.000 rpm'de santrifuj edildi.

8) Tiiplerin dibinde yaklasik 50 pl pellet kalana kadar iist faz atild1.

9) GENXTRACT Resin birkag kez alt-iist edilerek karistirildi.

10) Kalan pelletler tizerine 200 ul GENXTRACT Resin eklendi. Tiipler kapatilarak
10 sn. vortekslendi.

11) Tiipler 20 dakika 56 °C'de inkiibe edildi ve 10 sn. vortekslendi.
12) Tiipler 10 dakika 98 °C'de inkiibe edildi ve 10 sn. vortekslendi.

13) Tiipler 5 dakika 12.000 rpm'de santrifuj edildi. DNA igeren {ist faz eppendorf
tiiplere alind1 ve 2-8 °C’de saklandi.

6.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

MEFV geninin ilgili bolgelerinin ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu i¢in Vienna
Lab FMF PCR amplifikasyon kiti kullanildi. DNA 6rnekleri PCR asamasindan &nce
98°C’de 10 dakika bekletildi ve buz {lizerine alindi. PCR karisimi hazirliklar1 buz kalib1
iizerinde yapildi. PCR karisimi su bilesenlerden olusmaktadir:
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Amplifikasyon karigimi: 15 pl

Taq DNA polimeraz seyreltici tampon: 4,8 ul

Taq DNA polimeraz: 0,2 pl

Kalip DNA: 5 ul

Toplam hacim: 25 pl seklinde hazirlandu.
Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlanda.

94°C’de.....cceevennn. 2dk (ilk denaturasyon)
94°C’de.......c.c.u..... 15sn (denaturasyon)
58°C°de...oieiniinnnnn.. 30sn (baglanma)
72°C°de...ooiniinnnnnn... 30sn (uzama)
72°C’de....ccevnnnnnn... 3dk (son uzama)

35 dongiiden sonra elde edilen PCR firiinleri %3’liikk agaroz jel elektroforezinde

kontrol edildi.

6.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi:

Hibridizasyon isleminden Once, elde edilen PCR iiriinleri (5 pl) %3’liik agaroz jel
elektroforezinde basarili amplifikasonlar acisindan degerlendirildi. MEFV  geninin
amplifiye edilen 4 bolgesinin (2, 3, 5 ve 10. eksonlar) dansitometrede UV 1s1k altinda
goriilmesi, amplifikasyonun basarisi lehine yorumlandi. Daha sonra amplifikasyonla elde
edilen PCR iiriinlerinden 10 pl’si revers hibridizasyon analizi i¢in kullanildi.

Agaroz jel hazirlanmasi: 1.2 gr agar iizerine %10’luk 40 ml TBE tamponu eklendi.
Mikrodalga firinda 1 dakika 1sitildi. Uzerine 2 pl etidium bromiir eklenip karistirildi ve
sogutuldu.

6.2.1.4. Revers-Hibridizasyon:

Southern Blot analiz i¢in Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan) hibridizasyon
cihazt kullanildi. Revers-hibridizasyon, biyotin isaretli primerlerle g¢oklu (multiplex)
polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda olusan iirlinlerin nitroselluloz membranlar (stripler)
iizerindeki kendi komplementer =zincirlerine baglanmast ve bir konjugat-substrat

reaksiyonu olusturmasi esasina dayanan bir tekniktir.
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Revers-Hibridizasyon basamaklar: ve kullanilan solusyonlar:

Calismaya baslamadan 6nce Hibridizasyon Soliisyonu ve Yikama Soliisyonu A
(Wash Soliisyon A), cihaz igindeki sicak blog iizerine yerlestirildi. Cihazda Viennalab
iirlinleri i¢in uygun program secilerek cihaz 45°C’ye kadar 1sitildi. Diger soliisyonlar oda
sicakliginda bekletilerek 1sitildi.

1) Srip iizerindeki problar ve PCR {iriinlerinin baglanmasi-hibridizasyon: Cihazin
ornek yiikleme bolgesine (trey) yiiklenen 10 ul PCR fiiriinii kitle birlikte saglanan 10 pl
DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliisyonu) soliisyonu kullanilarak denatiire edildi.
Strip, tray (tepsi)’e yerlestirildi. Denatiire PCR {iriinii ve strip, cihazin tray bdliimiinde
45°C sicaklikta (yaklasik) 1 ml hibridizasyon tamponu ile 20 dk inkiibe edilerek strip PCR
iriinii  hibridizasyonu saglandi. Hibridizasyon soliisyonu aspire edilerek ortamdan
uzaklagtirildi.

2) Yikama: Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR firiinleri
ve non-spesifik baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayict olan yikama
solisyonu A (Iml) ile 45°C’de 15 dakikalik ii¢ yikama periyodu ile ortamdan
uzaklagtirildi.

3) Renk olusumu: Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat soliisyonu ile 15 dk
inkiibe edilerek konjugat soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalen fosfatazin, biyotin
isaretli hibrit DNA fragmentlerine baglanmasi saglandi. Konjugat soliisyonunun artiklari
daha yumusak bir yikama soliisyonu olan yikama soliisyonu B ile 10, 5 ve 5 dakikalik ii¢
yikama periyodunda temizlendi.

Strip iizerindeki hibridize olmus bantlarin goriiliir hale gelebilmesi i¢in ortama
alkalen fosfatazin subtrati olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfattan (BCIP) olusan renk gelistiriciden (color developer) 1 ml eklendi. Oda
sicakliginda 15 dk inkiibasyon yapildi. Strip son olarak distile su ile yikandi. Kagit serit,

havlu ile kurutulduktan sonra degerlendirildi.

6.2.1.5. Striplerin degerlendirilmesi:

Hibridizasyon sonrast striplerin degerlendirmeye alinabilmesi i¢in kontrol bandinin
olusmus olmasi gerekmektedir. Kontrol bantlart olusmamis stripler degerlendirilmeye

almmadi. Ayrica her stripin st tarafinda kirmizi ve alt tarafinda yesil bir belirteg
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bulunmaktadir. Bu belirteglerden kirmizi olani yukar1 ve yesil olan1 asag1 gelecek sekilde
sablon iizerine yerlestirilerek strip degerlendirilir.

Kullanilan striplerin goriiniimii sekil 9°daki gibidir. Yabanil tip gen bolgelerine
(wild type line) ait 8 prob stripin alt kisminda, mutant gen bolgelerine ait 12 adet prob ise
stripin  iist kisiminda goriintiilenecek  (sinyal verecek) sekilde diizenlenmistir.
Hibridizasyon sonrasi tiim yabanil tip bantlarin mevcut oldugu ve mutant gen bolgelerine
ait bantlarin bulunmadig1 bir strip profili hastanin mutasyona sahip olmadigin1 gosterir.
Mutant gen bolgelerine ait bantlardan birinden sinyal alintyorsa sinyal alinan mutasyonun
yabanil tip kodonuna bakilarak saptanan mutasyonun homozigot ya da heterozigot olma
durumuna karar verilir. Sekil 10°da goriildigi gibi, mutant gen bolgelerinden sinyal
alinmayip sadece yabanil tip gen bolgelerinden sinyal aliniyorsa normal olarak
degerlendirilir. Mutant gen bolgesiyle birlikte ilgili mutasyonun yabanil tip gen bdlgesini
gosteren bantin mevcut olmasi durumunda mutasyon heterozigot, mutant gen bdlgesinden
sinyal alinip, ancak ilgili mutasyonun yabanil tip gen bolgesini gdsteren bantin mevcut
olmamasi durumunda ise homeozigot olarak degerlendirilir. Sekil 11°de calisilan bazi

hastalarin strip 6rnekleri verilmistir.

l Kirmz Belirteg (iist)

Konirol
1 mutant  E1480Q)
2 mutant  PI6OS
3 mutant  F4ATIL
F 4 R— mutant  MaROI (G'C)
Z 5 mutant  MeBOT (G/A)
4{ 6 mutani  1602del
=~ 7 mutant  Me04Y
: 8 mutant  M6941
E o mant K&6P5R
10 ol WT26A
11 mutant  AT445
12 mutant ~ R761H
& 13 yabaml tip  kodon 148
F‘ 14 vabaml tip  kodon 369
— 15 vabaml tip  kodon 479
= 16 vabaml tip  kodon GR0
Z 17 o vabamil tip  kodon 692-695
< 18 vabaml ip  kodon 726
as] 19 yabaml tip  kodon 744
g 20 | vabaml tip  kodon 761
|

D Yesil Belirteg (alt)

Sekil 9. Kullanilan stripin genel goriiniisii, mutasyon ve yabanil tip gen bolgelerinin strip
iizerindeki yerlesimleri
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GEMOTIFLER

NOR HET HOM
mudant line Q E H
wild type lne

Sekil 10: Revers hibridizasyonda genotiplendirme (NOR: Normal, HET: Heterozigot,
HOM: Homozigot)

Red Marker Line [lop

Contro|
- E1480x mutant
- PIE9s mutant
FA7EL mutant
MBBOI {5IC) mutant
MERC| (E18) mutant
[Co2eel miutant
ME24Y mruta Tt
MBBA| mnuta
KED5R. muta
T 264 it it
AT445 muta
RYE1H muta
coclan 148 wild type
codcn 369 wild type
coden 479 wild twpc
codon 680 wild type
codon 682-685 wiid type
codon 726 wii'd wpe
codon 744 wid type
— oodon 781 wid twpe

Creen Mzrker Line {bottom)

ab cdefg hi1ijkIlmnoprstu

Sekil 11. Calismada saptanan bazi mutasyon tipleri a) Normal b) E148Q het. ¢) P369S het.
d) M694V het. €) M694I het. f) K695R het. g) V726A het. h) A744S het. 1) R761H het. i)
E148Q hom. j) M694V hom. k) E148Q/M694V com. het. I) E148Q/P369S com. het. m)
E148Q/R761H com. het. n) P369S/M6941 com. het. o) P369S/V726A com. het. p)
F749L/V726A com. het. r) M680I (G/C)/V726A com. het. s) M694V/R761H com. het. t)
E148Q/M694V/V726A com. het. u) Normal

(Het: Heterozigot, Hom: Homozigot, Com. Het: Compound Heterozigot-bir hastada birden
fazla mutasyon i¢in heterozigotluk durumu)

6.2.2. TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 ve IL-10 tayini

Siemens Immulite 1000 cihazinda ayni marka kitler kullanilarak g¢alisildi. Plazma
TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 ve IL-10 diizeylerinin 6l¢iimii, kemiliiminesans immiinometrik
yontemle gercgeklestirildi. Bu yontemde, analit tayininde isaretleyici olarak, reaksiyona
girdiginde 151k yayan madde (kemiliiminesan madde) kullanilir. Deney ortamina, 6l¢iilmek

istenen analitin antikoru, isaretli analit (antijen) ve isaretsiz analit (antijen) konur. Antikor
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ile isaretli antijen kitte hazir olarak verilir. Isaretsiz antijen hasta serumunda 6lgmek
istedigimiz analittir.

Deney ortaminda; isaretli antijenle (Ag*) isaretsiz antijen (Ag) antikora baglanmak
icin yarisirlar.

Ag+ Ab +Ag¥*--—---- Ag*Ab + AgAb + Ag* + Ag

Deney sonucunda tiip cidarina bagl olarak Ag*Ab ve AgAb kalir. Bu kompleksteki
isaretleyici olarak kullanilan kemiliiminesan maddenin yaydigi 151k yogunlugu cihazimizin
Luminometresinde dlgiildii. Standart degerlerle karsilastirilarak sonuglar otomatik olarak

hesaplandi.

6.2.3. Hs-CRP tayini

Siemens Immulite 2000 cihazinda ayni1 marka kitler kullanilarak ¢aligildi. Yiiksek
Duyarlikli CRP bir kat1 fazli, immiinometrik kemiliiminesans testtir. Solid faz (boncuk)
anti-ligand ile kaplanmigtir. Likit faz ise ligand-etiketli anti-CRP murin monoklonal
antikoru ve tampon i¢inde tavsan poliklonal anti-CRP antikoruna konjuge alkalen
fosfatazdan (buzagi bagirsagindan elde edilmis) olusur.

Otomatik on dilisyonlu hasta ornegi ile reaktif, kaplanmis boncukla 30 dakika
boyunca inkiibe edilir. Bu siire i¢inde, d6rnek i¢indeki CRP, boncuk iizerindeki anti-ligand
ve ligand etiketli monoklonal murin anti-CRP antikoru ile antikor sandvi¢ kompleksi
olusturur. Enzime konjuge poliklonal tavsan anti-CRP antikoru, daha sonra immobilize
CRP’ye baglanir. Baglanmamis hasta 6rnegi ve enzim konjugati daha sonra santrifiij
edilerek yikanir ve ayrilir. Son olarak, boncugu iceren reaksiyon tiibiine kemiliiminesans

substrat eklenir ve baglanan enzim miktariyla orantili olarak bir sinyal olusturulur.

6.3. istatistik Analiz

Uzerinde durulan 6zellikler i¢in tanimlayici istatistikler; Ortalama, Standart Sapma,
Minimum ve Maksimum degerler olarak ifade edilmistir. Bu 6zellikler bakimindan grup
ortalamalarin1 karsilagtirmada Tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) yapilmistir.
Varyans analizini takiben farkli gruplari belirlemede Duncan coklu karsilastirma testi
yapilmustir. Bu degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla; gruplarda ayri ayri
Pearson korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi

%S5 olarak alinmig ve SPSS istatistik paket programi kullanilmastir.
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7. BULGULAR
7.1. Mutasyon dagilimlari

AAA tanisiyla takip edilen 157 hasta MEFV geninin 12 mutasyonu agisindan
tarandi. Yas ortalamalar1 aktif grupta 8,98 (5-15), pasif grupta 8,82 (5-15), kontrol
grubunda 8,7 (5-14) idi ve her 3 grupta yas bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu. Erkek/kiz oranlar aktif grupta 1,02 (41/40), pasif grupta 1,11 (40/36) ve kontrol
grubunda 1,72 (19/11) idi. Hastalarin 105’inde (%66.87) taranan mutasyonlardan bir veya
daha fazlas1 saptanirken, 52 hastada (%33.13) herhangi bir mutasyon tespit edilmedi. 67
hastada heterozigot (%42,7), 18 hastada compound (birlesik) heterozigot (%11,5) ve 20
hastada homozigot mutasyonlar (%12,7) saptandi. Tiim hastalarda ¢alisilan mutasyonlarin
% dagilimlar1 sekil 12°de verilmistir.

Ayrica mutasyon saptanan hastalarin % dagilimlari sekil 13°te gosterilmistir. Buna
gore saptanan mutasyonlarin %63.8’ini heterozigot, %19.1’ini homozigot ve %]17.1’ini
compound heterozigot mutasyonlar olusturdu.

E148Q heterozigot (36 hastada), M694V heterozigot (13 hastada) ve M694V
homozigot (17 hastada) mutasyonlar1 en sik gézlenen mutasyonlardi. Hastalarin genotip
dagilimlar tablo 7°de verilmistir.

Calismamiz sonucunda 145 allelde mutant gen tespit edildi. En sik gbzlenen alleller
M694V (58 allel), E148Q (47 allel) ve V726A (17 allel) idi. Tespit edilen mutant allellerin

MEFV geninin 12 mutasyonuna gore dagilimi tablo 8’de sunulmustur.

45
40
O Mutasyon

351 Saptanmayan %33,1
301 | M Heterozigot %42,7
2517 | |
20 | O Homozigot %12,7
1517 ||
10- O Compound

5] ] Heterozigot %11,5

0_

Sekil 12: Tiim hastalarda ¢alisilan mutasyonlarin % dagilimlari
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70

60-

50

O Heterozigot %63,8

40

B Homozigot %19,1

30+

20+
10

O Compound
heterozigot %17,1

Sekil 13: Mutasyon saptanan hastalarin % dagilimlari
y g

Tablo 7: Hastalarin genotip dagilimlar

Mutasyon Genotip Hasta sayis1 %
Heterozigot E148Q /- 36 22.92
M694V / - 13 8.28
V726A /- 7 4.45
P369S /- 4 2.54
R761H /- 4 2.54
M6941 / - 1 0.63
A744S / - 1 0.63
K695R / - 1 0.63
Compound Heterozigot M694V/ VT26A 4 2.54
E148Q / M694V 3 1.91
M694V /R761H 2 1.27
E148Q/R761H 1 0.63
E148Q / P369S 1 0.63
F479L / V726A 1 0.63
M680I G/A / VT26A 1 0.63
M680I G/C / V726A 1 0.63
P369S / M6941 1 0.63
P369S / V726A 1 0.63
E148Q/M694V / V726A 2 1.27
Homozigot M694V | M694V 17 10.82
E148Q / E148Q 2 1.27
M6941 / M6941 1 0.63
Toplam mutasyonlu hastalar 105 66.87
Mutasyon saptanmayan hastalar 52 33.13
Toplam hasta sayis1 157 100
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Tablo 8: Tespit edilen mutant allellerin dagilimi

Mutasyon Allel sayis1 %
M694V 58 40.00
E148Q 47 32.41
V726A 17 11.72
P369S 7 4.82
R761H 7 4.82
M6941 4 2.75
M680I G/C 1 0.68
M680I G/A 1 0.68
F479L 1 0.68
A744S 1 0.68
K695R 1 0.68
1692del 0 0
Toplam 145 100

7.2. Sitokinler ve CRP’ye ait bulgular

Calisilan parametrelerin gruplara gore tanimlayict istatistikleri ve karsilastirma
sonuglar1 Tablo 9’da sunulmustur. Tablo 9°da goriildiigi gibi IL-1p icin aktif grup ile pasif
grup arasinda ve pasif grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmedi (p>0,05). Ancak aktif grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark mevcuttu ve
aktif grupta IL-1PB seviyeleri daha yiiksek bulundu (p<0,005). IL-6 i¢in her li¢ grup
arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0,001). Pasif grupta kontrol
grubuna gore ve aktif grupta hem pasif hem de kontrol gruba gore daha yiiksek IL-6
seviyeleri elde edildi. IL-8 i¢in aktif ve pasif gruplar arasinda anlamh fark yoktu (p>0,05);
ancak bu iki hasta grubu, kontrol grubundan anlaml olarak daha yiiksekti (p<0,002). IL-10
icin her {i¢ grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). TNF-a
icin aktif ve pasif gruplar arasinda anlamli fark yokken (p>0,05); bu iki grup kontrol
grubundan anlaml1 olarak daha yiiksekti (p<0,011). CRP i¢in pasif grup ve kontrol grubu
arasinda anlaml fark yokken (p>0,05), aktif grup hem pasif hem de kontrol grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). Her {i¢ grupta da yas dagilimlar1 acisindan anlamli
fark tespit edilmedi (p>0,05).

Tablo 10’da aktif gruba ait parametreler arasindaki korelasyonlar verilmistir. Bu
grupta IL-6 ile IL-1p arasinda (p<0,05) ve TNF-a ile IL-1pB (p<0,01), TNF-a ile IL-6
(p<0,05), TNF-a ile IL-8 (p<0,05) arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Diger

parametreler arasinda ise herhangi bir korelasyon belirlenmemistir (p>0,05).
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Tablo 10: Aktif grupta parametreler arasindaki korelasyonlar

IL-18 [ IL-6 [IL-8 [ IL-10 | TNF-o. | CRP [ Yas
IL-1B 1

IL-6 228* 1

IL-8 178 -165 1

IL-10 -,041] -,006]| ,003 1

TNF-o | 311**| 278*[243*| 002 1

CRP 102 122 -,069] -,009]  -036 1
Yas 120] -044] ,045] 126  ,099] -191 1

grupta

(p<0,05), diger parametreler arasinda herhangi bir korelasyon tesbit edilememistir

*: p<0.05, **: p<0.01

Tablo 11°de pasif gruba ait parametreler arasindaki korelasyonlar verilmistir. Bu

IL-8 ile IL-1B ve IL-10 ile IL-1p arasinda pozitif korelasyon tespit edilirken

(p>0,05).

Tablo 11: Pasif grupta parametreler arasindaki korelasyonlar

olup bu gruptaki parametreler arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli korelasyon

IL-1B | IL-6 | IL-8 | IL-10 | TNF-a | CRP | Yas
IL-1B 1
1L-6 ,026 1
1L-8 ,265% | ,054 |
IL-10 ,287* | -,078 | -,076 1
TNF-a 0481 ,033| -,014 ,169 1
CRP ,087| -,085( ,008| -,027 ,024 1
Yas -215] ,043| -,004| -,029 =011 ] ,061 1
*: p<0.05

Tablo 12’de kontrol grubuna ait parametreler arasindaki korelasyonlar sunulmus

tespit edilememistir (p>0,05).

Tablo 12: Kontrol grubunda parametreler arasindaki korelasyonlar

IL-18 | IL-6 | IL-8 | IL-10 | TNF-a | CRP]| Yas
IL-1B 1

IL-6 _051 1

1L-8 212 -249 1

IL-10 -181] ,030] -,014 1

TNF-a 132 208 -251] 019 1

CRP 1571 ,022] 197 ,110] -073 1

Yas 055 -022| 016] 098 182 236 1
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8. TARTISMA VE SONUC

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA), oOzellikle Tiirk, Arap, Ermeni ve Yahudi
toplumlarinda yaygin olarak goriilen ve otozomal resesif olarak aktarilan otoinflamatuar
bir hastaliktir (25). Tekrarlayan ates, karin agrist ve eklem agris1 gibi klinik bulgulara
sahiptir (85). Tipik bir AAA atag1 yaklasik 3 giin siirer. Ataklarin siklig1 haftada bir kezden
yilda birka¢ keze kadar farklilik gosterir. AAA’nin en ciddi komplikasyonlarindan biri
baslica bobrekleri etkileyen fakat diger organlar1 da tutabilen amiloidoz (serum amiloid A-
SAA) gelisimidir. 1972’den bu yana kolsisin, AAA i¢in tercih edilen tedavi olmustur (28).
AAA gelisiminden sorumlu olan MEFV (MEditerranean FeVer) geni 16. kromozomun
kisa kolunda (16p) 13.3 boélgesinde bulunan bir gendir. Bu gen “Pirin” ya da “Marenostrin”
ad1 verilen 781 aminoasitlik bir proteini kodlar (33). Cesitli ¢aligmalarda Tiirkiye’deki
AAA prevalanst %0.1 dolaylarinda bulunmustur (86,87). Ege bdlgesinde Denizli ilinde
yapilan bir ¢alismada %0.0027 bulunurken, I¢ Anadolu bolgesinde Sivas cevresinde
yapilan bir c¢alismada %0.25 oraninda bulunmustur (88,89). Ancak hafif semptomlara
sahip tan1 konulmamis hastalarin oldugu diisiiniildiiglinde gercek prevalansin daha yiiksek
olabilecegi diisiincesindeyiz.

Genis katilimhi Tirk AAA c¢alisma grubu kayitlar1 erkek:kiz oranmin 1.2:1
oldugunu gostermistir (1). Calismamizda erkek:kiz oranlari aktif grupta 1.02:1, pasif
grupta 1.11:1 ve toplam hastalar i¢cinde 1.06:1 seklinde olup onceki verilerle uyumludur.
Diinyada 100.000’den fazla AAA hastasi oldugu bildirilmistir (90). AAA hastalarinin cogu
Tiirkiye’den bildirilmesine ragmen, tani konulma yas ortalamasi oldukga yiiksektir (6.9
yas). Ayrica hastalarin %19’unda apendektomi uygulanmaktadir. Oysa bu hastalarin ¢ogu
icin operasyonun gerekli olmadig diisiiniilmektedir (1).

AAA, MEFV gen mutasyonlariyla yakindan iliskilidir. Molekiiler alandaki
ilerlemeler AAA’nin patogenezinin daha iyi anlasilmasini saglamistir. Tiirkiye’de simdiye
kadar MEFV gen mutasyonlarinin dagilimini arastiran birgok ¢alisma yapilmistir. Biz de
AAA hastalarinda en yaygin goriilen 4 mutasyon basta olmak tizere MEFV geninin 12
mutasyonunun dagilimini inceledik. Tiirkiye’deki ¢aligmalarin bazilarinda en sik izlenen 4

mutasyon tablo 13°te gOsterilmistir.
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Tablo 13: Tiirkiye’de cesitli galigmalarda MEFV mutasyonlar1 sikliklar1 (% allel)

Calisma M694V V726A M680I E148Q
Inal ve ark.(91) 70.0 11.4 10.2 5.4
Ozalkaya ve ark. (92) 46.0 9.7 15.6 12.8
Pasa ve ark. (93) 39.5 13.3 10.4 16.8
Etem E. (94) 31.1 13.9 13.7 27.5
Diistinsel ve ark. (95) 72.0 5.0 14.0 4.0
Ertekin ve ark. (96) 66.6 7.9 15.8 4.7
Ozdemir ve ark. (97) 43.1 11.3 15.0 20.1
Akin ve ark. (98) 47.6 12.9 11.9 16.7
Ureten ve ark. (99) 39.1 8.0 9.4 6.1
Bizim ¢alismamiz 40.0 11.7 0.6 324

Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde yapilan calismalara gére MEFV genindeki en
yaygimm 4 mutasyon M694V, E148Q, M680I ve V726A’dir. Bu mutasyonlarin allel
sikliklart M694V icin %31.1-72, E148Q i¢in %4-27.5, M680I icin %9.4-15.8 ve V726A
icin %5-13.9 arasindadir (Tablo 13). Caligmamizda diger ¢alismalarda oldugu gibi en
yaygin mutasyon, %40 allel sikligina sahip olan M694V idi (Tablo 13). Tiirk AAA ¢alisma
grubu verilerine gore de M694V mutasyonu %51.4 allel frekansi ile en sik goriilen
mutasyondur (1). Calismamizda ikinci en yaygin mutasyon E148Q (%32.4) idi. Bunu
V726A ve P369S takip etti. Onceki ¢alismalarin yaklasik yarisinda E148Q, ikinci en sik
allel olsa da, frekans1i bizim ¢alisamizda daha yiiksek bulundu (Tablo 13). Bazi
caligmalarda E148Q mutasyonu en diisiik penetransli mutasyon olarak bulunmustur. Hatta
bir mutasyon degil de bir polimorfizm olabilecegi 6ne siriilmiistiir (8,86). E148Q, Irakl
hastalarda %29 prevalansla en yaygin alleldir. Liibnanlilarda ise en yaygin ikinci alleldir
(100). Al-Alami ve ark. (101); Misirlilar, Suriyeliler, Urdiinliiler, Iraklilar ve Suudilerden
olusan ve 939 saglikli kisiyi iceren bir grupta tasiyicilik oranlarini gostermisler ve en
yiikksek tastyiciligit E148Q ic¢in bulmuslardir. Bunu V726A ve M694V takip etmistir.
V726A siklig1 diinyada yaklasik %17-20, Tirkiye’de ise %3-14 arasindadir (102). Tirk
AAA c¢alisgma grubunun verilerine goére V726A, %8.6 oraninda izlenmistir (1).
Calismamizda V726A allel frekans1 %11.7 olarak bulundu. Bu oran onceki ¢alismalarla
ortiismektedir (Tablo 13). V726A, Arap ve Ashkenazi olmayan Yahudilerde ikinci en
yaygin mutasyondur (8). V726A oOnceki ¢alismalarda da ¢ogunlukla 3. siklikta izlenen bir
mutasyondur (Tablo 13). Toutiou (8) tarafindan bildirilen raporda M680I mutasyonu Tiirk
ve Ermenilerde 2. en yaygin mutasyondur. M680I, yine Tiirk AAA calisma grubu
verilerine gore %14.4 oranla 2. siradadir (1). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda %9.4-15.8
oranlarla daha cok 2. siklikta izlenen bir mutasyondur (Tablo 13). Diyarbakir yoresinde
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yapilan bir calismada E148Q %30.8, M694V 9%18.3, P369S %10.6 ve V726A %38.6
oranlarinda bulunmustur. M680I mutasyonu Tiirkiye’de 6nceden yapilan ¢alismalardan
farkli olarak %6.7 oranla 5. sirada yer almistir (103). Bizim ¢alismamizda da bu
mutasyonlarin siralamasi degismekle birlikte, en sik izlenen ilk 4 mutasyon bu ¢alismayla
uyumludur. Calismamizda saptadigimiz M680I mutasyonu %0.6 oranla 7. sirada yer
almistir. R761H mutasyonunun o6zellikle Tiirk AAA hastalarinda yaygin oldugu rapor
edilmistir (104). R761H mutasyonu calismamizda %4.8 allel sikligiyla 5. sirada yer
almustir.

Ayni etnik gruplarda fakat farkli bolgelerde tasiyicilik tizerine yapilan ¢alismalarin
farkli sonuglar1 bize, bolgesel calismalarin etnik koken temelli caligmalar kadar 6nemli
oldugunu gostermistir. Papadopoulos ve ark. (105)’nin 2010 yilinda yayinlanan ¢alismasi
Tiirkiye’nin farkli bogelerinden elde edilen bircok Tiirk AAA hastasinda MEFV gen
mutasyonlarinin toplum genetigini agiklamaktadir. Aragtirmacilar yedi ¢aligma grubunu
inceleme altina almiglar ve calisma sonucglarinin her birini tek tek bir digeri ile
karsilastirmiglardir.  Sonuglar bu yedi bolgede yapilan c¢alismalarin  birbirlerinden
istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli oldugunu ortaya koymustur. Papadopoulos ve
ark.’nin bu bulgusu Yahudiler gibi genetik olarak farkli alt gruplar sergileyen diger
toplumlarin genetik dagilimiyla uyum igindedir (8).

Misir’da 136 hasta lizerinde yapilan bir calismada en sik izlenen MEFV gen
mutasyonu V726A olarak bulunmus ve bunu M694V, M680I, E148Q, M6941 takip
etmistir (106). Suriye’de yapilan bir ¢aligmada mutasyon dagilimlart M694V %36.5,
V726A %15.2, E148Q %14.5 ve M680I %13.2 olarak rapor edilmistir (107). Giaglis ve
ark. (108)’'nin yaptig1 bir calismada, ¢esitli Akdeniz toplumlarinda yapilan MEFV
mutasyon analizleri karsilagtirilmig ve en sik izlenen 5 MEFV mutasyon dagilimi tablo
14°de verilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore ¢ogu toplumda en sik izlenen mutasyon
M694V dir.

Bu calisma ve hemen hemen tiim diger ¢aligmalar degisik etnik gruplardaki AAA
hastalarinda en yaygin mutasyonun M694V oldugunu gostermistir. Mutasyonlar, aile
hikayesi, ebeveynlerdeki akrabalik, gog¢, toplum tipi (kiigiik ve kapali tip) ve heterojen
tagiyicilarin varligr gibi toplum karakteristiklerine gore degismektedir. Tiirkiye’nin farkli
bolgelerindeki akraba evliligi oranlarini arastiran bir ¢aligmada en diisiik oran Tiirkiye nin

bat1 bolgelerinde, en yiiksek oran ise dogu ve giiney bolgelerinde saptanmustir (109).
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Tablo 14: Cesitli Akdeniz toplumlarinda MEFV mutasyonlar1 sikliklart (% allel) (108)

Etnik grup (hasta sayisi) M694V V726A M6941 M6801 E148Q
Yahudiler (>651) 65.0 3.0 0.0 1.0 5.0
Ermeniler (3000) 50.6 223 0.4 18.7 22
Tiirkler (1090) 51.6 29 0.4 9.2 3.6
Araplar (239) 38.0 26.0 14.0 10.0 13.0
Liibnanlilar (640) 30.3 19.4 12.8 7.4 8.3
Urdiinliiler (78) 34.6 19.2 2.6 12.8 6.4
Italyanlar (71) 16.0 6.0 10.0 14.0 14.0
Fransizlar (>86) 5.0 v.y 5.0 v.y 7.0
Ispanyollar (50) 37.0 1.0 12.5 v.y 16.0
Kibrishilar (34) 17.6 25.0 2.9 v.y 7.4
Yunanlilar (152) 38.1 12.2 2.7 19.7 10.9

v.y: veri yok

Hastalarimizda etnik koken belirtilmemis olsa da Anadolu’da pek cok etnik grup
vardir. Bu yilizden etnik kokene dayali mutasyon analiz ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir. Tiirk
toplumunun tamaminda AAA tasiyiciik orani yiiksektir ve Anadolu’da AAA gen
mutasyon siklig1 daha da yiiksek seviyede olabilir. Ulusal ¢alismalar AAA’ nin demografik,
genetik ve klinik bulgular1 arasindaki iligskiyi belirlemede ve elde edilecek bu bulgular da
AAA hastalarinin klinik yonetiminin daha iyi yapilmasma yardimci olabilir. Nitekim
MEFV geni ve onun ¢esitli mutasyonlarinin tanimlanmasinin AAA hastalar1 ve ailelerine
genetik ve tibbi danigmanlik i¢in bir temel sagladigi bildirilmistir (110).

Calismamiz MEFV gen mutasyonlarindaki heterojeniteyi  desteklemistir.
Hastalarimiz genis bir mutasyon yelpazesine sahiptir. Bu durum uzun siirelerdir Dogu
Anadolu’da yasayan etnik gruplarin kiiltiirler arasi etkilesimini yansitabilir.

MEFV genindeki mutasyonlarin hastaliktan sorumlu oldugu gdsterilmigse de
hastaligin patofizyolojisi bilinenden daha karmasik goriinmektedir. AAA’da T ve B
hiicreleri ve sitokin aktivitelerinde degisiklikleri kapsayan bazi immunolojik bozukluklar
rapor edilmistir. AAA hastaliginin patogenezinde sitokinlerin onemli rol oynadigi
bildirilmistir (111,112,113). Musabak ve ark. (112) AAA’l1 hastalarda aktif ya da pasif
donemlerde T hiicrelerinin anormal derecede aktive oldugunu ortaya koymuslardir. Ancak
Thl polarizasyonunun nedeni ve hastaligin patogenez ve klinik bulgularina katkisi tam
olarak belirlenememistir. Thl tip immiin yanitta proinflamatuar sitokinlerin etkisiyle
monosit-makrofaj grubu hiicrelerin aktive oldugu belirtilmistir. Monosit-makrofaj grubu
hiicrelerin yetersiz supresyonunun AAA’da proinflamatuar sitokin ve Thl tip aktivasyona

neden oldugu 6ne siirtilmiistiir (111).
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MEFV geninin nétrofildeki ekspresyonuna ek olarak monosit ve eosinofilde de
eksprese oldugu gosterilmistir. Monositlerin Thl tip sitokinler (IFN-y gibi) ya da
proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1B gibi) tarafindan in vitro uyarilmalar1 sonucu
MEFV geni ekpresyonu artarken, Th2 tip sitokinler (IL-4, IL-10, TGF-B) tarafindan
ekpresyonu azalir (114). Centola ve ark. (114) IFN-y, TNF ve LPS gibi proinflamatuar
aktivatorlerin MEFV gen ifadesini artirdigin1 ve bunun Thl aracili yanitta 6nemli bir yere
sahip olabilecegini ortaya koymuslardir. Bu aragtirmacilar proinflamatuar ataklar sirasinda
MEFV geninin Thl duyarliligmi negatif feed-back ile inhibe ettigini ve AAA’nin
patofizyolojik bulgularinin bu inhibitor aktivitedeki defektin sonucu oldugunu 06ne
siirmiislerdir. Dolayisiyla MEFV geni fonksiyonunun Th1 sitokinleri ya da proinflamatuar
mediatdrleri inhibe etmek oldugunu ve AAA’da altta yatan mekanizmanin sitokin/MEFV
gen ifadesi seviyelerindeki dengesizlige bagl oldugu belirtilmistir (4).

Olusan mutasyonlar sonucu AAA hastalarinda, MEFV gen ifadesinin azalmig
oldugu iyice belgelenmistir (115). MEFV geninin {iriini olan pirin proteininin, aktive
notrofillerin inaktivasyonunu saglayarak inflamatuar yolakta diizenleyici bir rol oynadigi
ortaya konulmustur (113,116). Pirin-/- mutant farelerde yapilan bir ¢alismada yabanil-tip
pirinin kaspaz-1’in proteolitik aktivasyonunu inhibe ederek IL-1p par¢alanmasini regiile
ettigi ileri siiriilmiistiir. Ileri siiriilen bu mekanizmaya gore, ASC (Apoptosisle iliskili
CARD igeren speck protein, CARD: Kaspaz toplama alani) proteini, pro-kaspaz—1 ile
birleserek inflamazom denilen bir kompleks olusturur. Bu makromolekiiler kompleks, 6n
yang1 sitokinlerinin varliginda pro-kaspaz-1’i [IL-1f yariklayict enzim, IL-1B converting
enzyme (ICE)] aktive eder. Olusan aktif kaspaz-1, IL-1B’nin bir boliimiinii kirarak ates ve
yangl aracist olan aktif forma doniistiiriir. Pirin bu metabolik yolda yangi onleyici
sitokinlerin uyarimi ile ASC’ ye baglanir ve prokaspaz—1’in aktif hale ge¢gmesini ve IL-13
salimmmint engeller. Mutant pirin ise ASC’ye baglanamayacagindan inflamasyonu
engelleyemez (42). Boylece AAA hastaliginda ortaya c¢ikan tekrarlayan ates, karin agrisi
ve eklem agris1 gibi klinik belirtilerin sebebi kismen agiklanabilir.

Baglica kandaki monositler tarafindan iiretilen IL-1B’nin ana fonksiyonlarindan biri
pirojenik bir sitokin olarak gorev yapmasidir. Normalde immiinolojik durumlarda,
yaralanmalarda ve enfeksiyonlarda yanit olarak iiretilir. Cogu sitokinden farkli olarak,
sentezi ve salmimu sikica kontrol edilmektedir (117). Immiin sistem, IL-1B’nin asir1 {iretimi
durumunda IL-1f gen transkripsiyonunun baskilanmas1 veya IL-1B’nin prekiirsorii olan

pro-IL-1B’nin olgun iiriine doniisiimiiniin engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalara sahiptir
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(118). Pirin ve oOzellikle CARD proteinlerini igeren c¢esitli proteinlerin kaspaz 1’e
miidahalesiyle ya da dogrudan kaspaz 1 aktivitesinin notralizasyonuyla IL-1f {iretimini
diizenledigine inanilmaktadir (45,119,120).

Mege ve ark. (121) ile Gang ve ark. (122)’nin yaptig1 iki ayr1 ¢aligmada IL-1p i¢in,
pasif grupla kontrol grubu ve aktif grupla pasif grup arasinda, bizim ¢alismamizda oldugu
gibi anlamli fark bulunmamistir. Ancak bizim ¢alismamizda aktif grupta IL-1p seviyeleri
kontrol grubundan anlamli oranda daha yiiksekti. Bu bulgu, pirin proteininin inflamasyon
durumunda IL-1f olusumunu azalttii, mutant pirinin ise bu fonksiyonu
gergeklestiremedigi goriisiinii desteklemektedir.

IL-6 otoimmiin ve otoinflamatuar hastaliklarda doku hasarina yanitta baslica
mediator olarak kabul edilmektedir (123). Hasar goren ya da IL-1 veya TNF-a tarafindan
uyarilan hiicrelerden salinan multifonksiyonel bir sitokindir (113). IL-6, B hiicrelerinin
plazma hiicrelerine maturasyonunu ve multipotent hematopoetik progenitorlerin
stimiilasyonunu indiiklemektedir. Ayn1 zamanda doku hasar1 veya inflamasyonda akut faz
reaktanlarinin major indiikleyicisi olarak rol oynamaktadir (124). AAA ataklar1 sirasinda
IL-6’nin arttig1 iyi bilinmektedir (125). IL-6’daki ylikselme AAA’ya spesifik degildir.
Hiper IgD sendromu gibi diger periyodik ates sendromlarinda da yiiksek bulunmustur.
Yapilan bir calismada IL-1a, IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-1Ra, sTNFr p55 ve IL-10 seviyeleri
AAA’l ve Hiper IgD sendromlu hastalarda atak sirasinda arastirilmis ve IL-1a, IL-1p, IL-
10 seviyelerinde bir yiikselme gézlenmezken digerleri yiiksek bulunmustur (126).

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda aktif, pasif ve kontrol gruplarinda IL-6 sevyeleri
karsilagtirilmistir. Hemen hemen tiim calismalarda aktif gruptaki IL-6 seviyeleri pasif
ve/veya  kontrol  grubuna  gbére anlamli  seviyede  yiikksek = bulumustur
(113,122,127,128,129,130,131). Ayrica baz1 ¢alismalarda IL-6 seviyelerinde pasif grupta
da kontrol grubuna gore anlamli ylikseklik gézlenmistir (127,130,131,132). Celkan ve ark.
(133), yeni tan1 alip kolsisin tedavisi almayan hastalarda IL-6 sevyesinin tedavi alanlara ve
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Colak ve ark.
(124) ile Mege ve ark. (121)’nin yaptiklar1 caligmalarda ise kontrol ve pasif gruplar
karsilastirilmig, ancak anlaml fark tespit edilmemistir. Bagc1 ve ark. (130) AAA’da pasif
donemde de IL-6’da artis oldugunu gostermisler ve bu durumu hastalarda pasif donemde
de sitokin aktivasyonunun devam ettigi seklinde yorumlamislardir. Calismamizda, pasif
grupta kontrol grubuna gore ve aktif grupta hem pasif hem de kontrol gruba gore anlaml

olarak daha yiiksek IL-6 seviyeleri elde edildi. Hem pasif hem de aktif gruplardaki bu
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onemli artis IL-6’'nin AAA’da en 6nemli mediatorlerden biri oldugunu desteklemektedir.
Ayrica pasif donemde IL-6’daki artig, sitokin aktivasyonunun aktif donemdeki kadar
olmasa da devam ettigi goriisiinii desteklemektedir.

IL-8, dokularda I6kosit gogiinii ve 16kosit-endotel adezyonunu diizenleyerek AAA
patogenezinde onemli bir rol alan kemotaktik bir sitokindir (9). Baglica makrofajlardan
sentezlenir (124). Direskeneli ve ark (134) AAA hastalarinda aktif, pasif ve kontrol
gruplarinda IL-8 seviyelerini karsilagtirmislar, aktif grupta kontrol grubuna gére anlamli
yiikseklik tespit etmigslerdir. IL-8 ile birlikte SICAM-1 diizeylerinin Olgiildiigii bu
calismada arastirmacilar pasif donemde de subklinik inflamasyonun devam ettigini
belirtmislerdir. Colak ve ark. (124) ile Kiraz ve ark. (132), kontrol ve pasif gruplarda IL-8
sevyelerini karsilagtirmis ve pasif grupta anlamli yiikseklik gézlemislerdir. Manukyan ve
ark. (127) aktif, pasif ve kontrol gruplarinda; Mege ve ark. (121) ise pasif ve kontrol
gruplarinda IL-8 sevyelerini karsilastirmig ancak gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edememisglerdir. Caligmamizda IL-8 icin aktif ve pasif gruplar arasinda anlamli fark
yokken, bu iki hasta grubunun IL-8 seviyelerinin kontrol grubundan anlamli olarak daha
yiiksek oldugu gozlendi. IL8’in aktif ve pasif donemlerdeki bu yiiksekligi inflamasyonda
IL-8’in rolii olabilecegini ve pasif donemde subklinik inflamasyonun devam edebilecegini
diistindiirmektedir.

IL-10, Thl hiicrelerden inflamatuar sitokin sentezini azaltir ve makrofaj
fonksiyonlarini, NK hiicrelerini, periferik kandaki mononiikleer hiicreleri ve Thl
hiicrelerini inhibe eder (135,136). IL-10 gen defektli farelerde, kronik inflamatuar
hastaliklarin gelistigi ve inflamatuar sitokinlerin asir1 liretiminin oldugu gosterilmistir
(137). IL-10 doku hasarina neden olan inflamatuar yaniti sinirlandirarak immiin yanitta
kilit rol oynar. Ozellikle gastrointestinal sistemde immun sistem hemostazinin saglanmasi
icin esansiyeldir (138). Ayrica TNF-a, IL-1 ve IL-6 {iretimini inhibe eder, IL-1 reseptor
antagonisti tiretimini ise artirir (113). IL-10, bir Th2 sitokini olarak bilinmesine ragmen
cesitli hiicreler tarafindan iiretilmektedir. Fakat ¢ogu inflamatuar hastaliklarda iiretimin ana
kaynag1 monositik hiicrelerdir (139). Kesfedildiginden bu yana 20 yildir yogun bir sekilde
iizerinde c¢alisiliyor olmasinin nedeni IL-10’un giiglii bir immiinomodiilatér olmasindan
kaynaklanmaktadir (138). IL-10 en biiyiik etkisini bagta makrofajlar olmak iizere antijen
sunan hiicreler lizerinden gerceklestirir (73).

Simgek ve ark. (111) ile Baykal ve ark. (113) aktif, pasif ve kontrol gruplarinda IL-

10 seviyelerini 6lgmiis ve gruplar arasinda anlamli fark gosterememislerdir. Musabak ve
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ark. (112) pasif donemde aktif ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha diisiik
seviyeler tespit etmislerdir. Baz1 ¢alismalarda ise aktif ve/veya pasif gruplarda anlaml
yiikseklik izlenmistir (127,130,140). IL-10 Olgiimlerinde c¢esitli calismalarda farkli
sonuglar almmasinin, 24-72 saatte kendini sinirlayan ataklar sirasinda farkli zamanlarda
ornekleme yapilmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (48,141). Calismamizda IL-10
acisindan her {i¢ grup arasinda anlami fark bulunmamistir. Dolayisiyla AAA’da inhibitor
role sahip olan IL-10 seviyelerinin AAA’da artmamasinin, inflamasyon artisinda rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Oriin ve ark. (9) yaptiklar1 bir ¢alismada TNF-a diizeylerinde atakla beraber artis
oldugunu gostermiglerdir. Bu artis hem tedavi alan hem de almayan hasta gruplarinda
saptanmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli artisin, tedavi alan hasta grubunda
oldugunu goézlemlemislerdir. Bu sonuglara gore arastirmacilar kolsisin tedavisi alan
hastalarin atak sirasinda TNF-o diizeylerinde belirgin artis olmasindan yola ¢ikarak, atak
kliniginin ancak daha yiiksek TNF-a diizeyleri varliginda gergeklesebilecegini One
siirmiislerdir. Dolayistyla AAA hastalarinda TNF-o’nin, atak sirasinda gelisen inflamasyon
kaskadinda ve ataksiz donemde subinflamasyonun olusumunda Onemli bir sitokin
oldugunu belirtmislerdir.

TNF-o salimimi endotoksin, inflamatuar mediatér veya sitokinler tarafindan
uyarilan bir polipeptiddir. IL-6 ile sinerjik etki gosterir (113). Notrofil aktivasyonu i¢in
onemli bir mediatordiir. Kronik infeksiydoz veya malign hastaliklarla iligkili kasekside,
septik sokta ve graft versus host hastaliginda major role sahiptir (124). TNF-a, akut
inflamasyonda Th hiicrelerinin aktivasyonunu artirir (9).

Baykal ve ark. (113) aktif, pasif ve kontrol gruplarinda TNF-a diizeylerini
olgmiisler, aktif grupta kontrol ve pasif gruplara gore anlamli yiikseklik tespit etmislerdir.
Bazi ¢aligmalarda ise gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir (121,127). Caligmamizda
TNF-a i¢in aktif ve pasif gruplar arasinda anlamli fark yokken, bu iki grup kontrol
grubundan anlamli olarak daha ytiksekti.

AAA’da pasif donemde kontrol grubuna gore dolasimdaki l6kositlerdeki
transkripsiyon seviyelerine bakilarak, IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a’nin ekspresyonunun
artmis oldugu gosterilmistir (4). Bu durumda, remisyonda sitokinlerin transkripsiyonel
yolaginin yanlig diizenlendigini ve ataklar arasinda hastalarin subklinik bir inflamasyona
maruz kaldig1 hipotezini destekledigi goriinmektedir (4). Ayni sekilde Kiraz ve ark. (132)
IL-6, IL-8 ve TNF-a diizeylerini pasif donemdeki AAA hastalarinda kontrol grubuna gore
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daha yiliksek bulmuslar ve bu artmis seviyelerin remisyonda devam eden inflamasyonun
varligini yansittigini ileri siirmiiglerdir. Gang ve ark. (122) aktif ve pasif donemlerde TNF-
a, IL-6 ve IL-1P diizeylerini 6l¢tiikleri ¢aligmalarinda AAA’da atak sirasinda sitokin aginin
aktive edildigini ve IL-6’nin atak gelisiminde Onemli bir role sahip oldugunu
vurgulamiglardir. Calismamizda kontrol grubunda o6l¢tiigimiiz sitokin parametreleri
arasinda herhangi bir korelasyon gézlenmezken, aktif grupta IL-6 ile IL-1p, TNF-a ile IL-
6, IL-1p ve IL-8 arasinda, yine pasif grupta IL-1B ile IL-8 ve IL-10 arasinda pozitif
korelasyon bulunmast AAA’nin patogenezinde sitokinlerin roliinii desteklemektedir.

CRP ve ESR akut faz yanitinin izlenmesi i¢in en sik kullanilan parametrelerdir
(142). AAA hastalarinda CRP 6l¢iimlerinin yapildigi hemen hemen tiim caligmalarda aktif
grupta anlamli yiikseklik tespit edilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda aktif grupta pasif
gruba gore anlaml yiikseklik gozlenirken (113,129,130), bazi ¢alismalarda pasif grupta da
kontrole gore anlamli yilikseklik bulunmustur (111,124,127). Calismamizda, aktif grup hem
pasif hem de kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksekken, pasif grup ve kontrol
grubu arasinda anlaml fark yoktu.

Sonug¢ olarak, bu calismada, hastalarin %42,7’sinde heterozigot, %11,5’inde
birlesik heterozigot ve %12,7’sinde homozigot olmak iizere toplam %66,8’inde mutasyon
saptandi1. E148Q heterozigot (%22.,9), M694V homozigot (%10,8) ve M694V heterozigot
(%8,2) mutasyonlar1 en sik izlenen mutasyonlardi. En sik tespit edilen alleller ise M694V
(%40,0), E148Q (%32,4) ve V726A (%I11,7) idi. Bu sonuglar MEFV gen
mutasyonlarindaki heterojeniteyi desteklemis ve hastalarimizin genis bir mutasyon
yelpazesine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica ¢alismamizda IL-6, IL-8, TNF-a ve CRP
diizeylerinin aktif donemde yiiksek bulunmasi bu parametrelerin, akut atak tanisi ve
tedaviye yanitin izlenmesinde kullanilabileceklerini diistindiirmektedir. Yine pasif
donemde IL-6, IL-8 ve TNF-a diizeylerinin yiiksek saptanmis olmasi, hastalarin klinik
olarak sikayetlerinin olmamasina ragmen bu dénemde subklinik inflamasyonun devam
ettigi gorilisiinii desteklemektedir. Ancak AAA’da inflamatuar aktivite ve patogenetik
kaskad mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmediginden, 6zellikle tan1 ve tedaviye yanitin
izlenmesinde sitokin diizeylerinin kullanilabilmesi agisindan, AAA akut atagi
patogenezindeki sitokinler arasi etkilesim lizerine daha detayli caligmalarin yapilmasi

gerektigi kanisindayiz.
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