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OZET

Bu calismanin amaci Ailesel Akdeniz Atesi’nde literatlir taramasi
sonucu se¢ilen ti¢ farkli miRNA’nin (hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p ve hsa-
miR-16-5p) ve ekspresyonlarinin ve IL-36Ra proteininin miktarinin incelenmesi

ve saglikli kontrol grubuyla karsilastiriimasidir.

Calismaya Ocak 2021-Haziran 2024 tarihleri arasinda Balikesir
Universitesi Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’ne bagvuran Ailesel
Akdeniz Atesi tanisi almig 40 hasta ve Ailesel Akdeniz Atesi tanisi olmayan 45
kontrol grubu dahil edildi ve hastalara ait kan numuneleri, Balikesir Universitesi
Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’nden temin edildi. Calisma
Balikesir Universitesi Tibbi Biyoloji Labaratuari’nda Helsinki Deklerasyonu’na
uygun olarak gergeklestirildi. miRNA ekspresyon seviyeleri gPCR yontemi ile

ve protein seviyeleri ELISA yontemi ile dl¢iildii.

Caligma bulgularinda, Ailesel Akdeniz Atesi hastalarinda hsa-miR-16-
5p miRNA ekspresyon seviyesinin anlamli derecede arttigi, hsa-miR-335-5p ve
hsa-miR-26b-5p miRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede azaldigi ve

IL-36Ra protein seviyesinin arttigi bulundu.

Calisma sonuglari, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p ve hsa-miR-16-
5p miRNA’larinin  ve IL-36Ra proteininin  Ailesel Akdeniz Atesi

patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adilesel akdeniz atesi, FMF, miRNA, IL-36Ra



ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the expression levels of three
different miRNAs (hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p, and hsa-miR-16-5p)
selected based on literature review, as well as the quantity of IL-36Ra protein in
patients with Familial Mediterranean Fever (FMF), and to compare the results

with those from a healthy control group.

The study included 40 patients diagnosed with Familial Mediterranean
Fever and 45 healthy controls, who applied to the Balikesir University Genetic
Disorders Evaluation Center between January 2021 and June 2024. Blood
samples were obtained from the Genetic Disorders Evaluation Center at
Balikesir University. The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki at the Medical Biology Laboratory of Balikesir
University. miRNA expression levels were measured using the g°PCR method,

while protein levels were assessed using the ELISA method.

The study findings revealed a significant increase in the expression level
of hsa-miR-16-5p in FMF patients, while the expression levels of hsa-miR-335-
5p and hsa-miR-26b-5p were significantly decreased. Additionally, IL-36Ra

protein levels were found to be elevated.

The results suggest that hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-
miR-16-5p miRNAs and IL-36Ra protein may play an important role in

the pathogenesis of Familial Mediterranean Fever.

Key Words: Familial Mediterrian Fever, FMF, miRNA, IL-36Ra
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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

RNA: Riboniikleik asit
mMiRNA: mikroRNA
FMF: Familial Mediterranean Fever
AAA: Ailesel Akdeniz Atesi
IL: Interlokin
IL-36Ra: Interlokin-36 Reseptor antagonisti
IL-36a: Interldkin 36 alfa
IL-36B: Interlokin 36 beta
IL-36y: Interlokin 36 gama
IL-1B: Interleukin-1 beta
ncRNA: non-coding RNA (Kodlanmayan RNA)
AGO: Argonaute protein ailesi
NF-kB: Nuclear Factor kappa B (Niikleer Faktor kappa B)
miRISC: microRNA-Induced Silencing Complex

RISC: RNA-Induced Silencing Complex

viii



RNA Pol 1I: RNA Polimeraz Il

pri-miRNA: Primary mikroRNA (Birincil mikroRNA)

pre-miRNA: Precursor mikroRNA (Onciil mikroRNA)

HEN1: HUA ENHANCER 1

HST1: HASTY 1

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee (HUGO Gen Isimlendirme Komitesi)
AML: Akut myeloid l6semi

TNF-a: Timor Nekroz Faktort alfa

RA-FLS: Rheumatoid Arthritis - Fibroblast-like Synoviocytes (Romatoid Artrit -

Fibroblast Benzeri Sinoviyosit)

MMP-2: Matriks Metalloproteinaz-2

MMP-9: Matriks Metalloproteinaz -9

MI: Miyokard enfarktiisii

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase (Mitojen-Aktiflestirilmis Protein Kinaz)
NKT hiicreleri: Natural Killer T hiicreleri (Dogal Oldiiriicii T Hiicreleri)

IgE: Immunoglobulin E

Th1: T helper 1

Th2: T helper 2



IL-1RACP: Interleukin 1 receptor accessory proteins (Interlokin 1 reseptdr aksesuar

proteinleri)
SAA: Serum Amiloid A
VUS: Variant of uncertain significance (Belirsiz oneme sahip varyant)

3' UTR: 3 Prime Untranslated Region (3 Ussii Translasyon Olmamis Bolge)
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1. GIRIS

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), tekrarlayan ates ve sinoviyal
inflamasyonlar, serosal inflamasyonlar ya da cilt inflamasyonlari ile karakterize
otoinflamatuvar kalitsal bir hastaliktir. Hastalar genellikle peritonit, plorit,
perikardit veya artrit gibi akut inflamasyon belirtileri gosterirler (Ozen, 2021).
FMF hastaliginin patofizyolojisi, esas olarak MEFV genindeki mutasyonlarin
neden oldugu pyrin proteininin iglev bozukluguna dayanir. FMF, apoptoz ve
inflamasyonda rol oynayan pyrin proteinini kodlayan MEFV genindeki resesif

mutasyonlar nedeniyle olusur (Ben-Zvi ve Livneh, 2011).

miRNA'lar, genellikle hiicre i¢cindeki RNA isleme ve translasyon
mekanizmalarini hedef alarak gen ekspresyonunu modiile ederler. Bu sekilde,
hiicre dongiisii, hiicre farklilagsmasi, apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siireglerin
diizenlenmesinde kritik roller oynarlar (Bartel, 2004). miRNA'larin biyolojik
Onemi, gen ekspresyonunun karmasik diizenlenmesindeki roliinden kaynaklanir.
miRNA'lar, mRNA'lar1 hedef alarak translasyonlarini diizenleyerek veya
mRNA'y1 parcalayarak gen ekspresyonunu etkilerler. Bu nedenle, miRNA'larin
hatal1 diizenlenmesi veya fonksiyonlarindaki degisiklikler, bir¢cok hastalikta rol
oynayabilir (Bushati ve Cohen, 2007). miRNA'larin hedef aldigi mRNA'larin
tanimlanmast ve miRNA-mRNA etkilesimlerinin anlasilmasi, hiicresel
diizenlemelerin anlagilmasinda 6nemli bir adimdir. Ayrica, miRNA'larin
biyolojik islevlerinin ve hedeflerinin belirlenmesi, hastaliklarin patogenezi ve
tanisinda potansiyel biyomarkirlarin belirlenmesine yol agabilir (Bartel, 2004).
miRNA'lar kanser arastirmalari, norolojik bozukluklarin anlasilmasi, kalp-
damar hastaliklart  ve enfeksiyon hastaliklarinin  patofizyolojisinin
aydmlatilmasi gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle, miRNA'larin doku

1



spesifik ekspresyon desenleri ve hastalik durumlarina duyarliliklari, tanisal ve

prognostik biyomarkirlar olarak potansiyel kullanimlarini desteklemektedir

(Mendell ve Olson, 2012).

Bu tez ¢alismasinda, FMF olgularinda, inflamatuvar hastaliklar, genetik
hastaliklar ve otoimmiin hastaliklar ile iliskisi literatiirde gosterilmis olan {i¢
farkli miRNA’nin (hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p, and hsa-miR-16-5p)
ekspresyon diizeyleri karsilastirmali olarak incelenecektir. Calismanin temel
amaci; bu miRNA’larin FMF'deki, ayirt edici potansiyelini ortaya koymak, bu
molekiillerin  tan1 veya prognoz belirteci olarak kullanilabilirligini
degerlendirmektir. Elde edilen sonuglar, FMF’in daha iyi anlasilmasina ve yeni
tan1 yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Ayrica, miRNA'lar1 hedef

alan tedavi stratejileri, FMF'nin yonetiminde yeni yaklagimlar sunabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) Tammm, Etiyolojisi ve
Epidemiyolojisi

FMF, tekrarlayan ates ve sinoviyal inflamasyonlar, serosal
inflamasyonlar ya da cilt inflamasyonlari ile karakterize otoinflamatuvar kalitsal
bir hastaliktir. Hastalar genellikle peritonit, plorit, perikardit veya artrit gibi akut
inflamasyon belirtileri gosterirler (Ozen, 2021). Ataklar sirasinda karin, gogiis
veya eklemlerde siddetli agr1 yasanabilir (Bilginer ve Ozen, 2014). Ayrica
hastalik, serum amiloid A (SAA) seviyelerinin yiikselmesine ve uzun vadede
amiloidoz gelisimine neden olabilir (Kallinich ve ark., 2007). FMF genellikle
cocukluk veya ergenlik doneminde baslar. FMF ataklarinin sikligi ve siddeti
bireyden bireye degisebilir ve genellikle 12 ila 72 saat siirer (Ben-Zvi ve Livneh,
2011). Atak durumu belirtileri, ataklarin yaklastigini veya basladigim
gosterebilir. Bu belirtiler arasinda halsizlik, bas agrisi, istahsizlik ve kas agrisi
sayilabilir. Bazi hastalarda, ataklar oncesinde ani kilo alimi1 veya ruh hali
degisiklikleri gibi belirtiler de goriilebilir (Kallinich ve ark., 2007). FMF
cogunlukla Akdeniz Bolgesi ve Orta Dogu’da goriilmekle beraber, 20.
yiizyildaki yogun niifus hareketleri nedeniyle diinya ¢apinda diinya c¢apinda
100.000'den fazla insan1 etkileyen kiiresel bir rahatsizliktir (Booth ve ark., 2002;
Samuels ve ark., 1998; Lidar ve Livneh, 2007). Tiirkiye’de sikligi 1/1000,
tastyicilik oran1 1/5°dir. Erkeklerle kadinlarda neredeyse esit oranda goriiliir
(1,2/1) (Tunca ve ark., 2002; Yilmaz ve ark., 2001).

3
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Sekil 2.1. FMF hastaliginin cografi kokeni ve dagilima.

Sekil 1’de verilen haritada, kalin ok isareti M694V varyantinin
denizcilik faliyetleri ve kara gocii yoluyla yayilimini, ¢izgili ok isareti M694V
varyantinin Miisliimanlarin Ispanya'y1 fethi sirasinda yayilimimi ve ince ok
isareti V226A varyantiin yayilimini gostermektedir (Ben-Chetrit ve Levy,
1998a).

2.1.1. Genetik Temel

FMF, kromozom 16in kisa kolunda (16p13.3) bulunan ve 10 ekzondan
olusan MEFV (MEditerranean FeVer) genindeki mutasyonlardan kaynaklanan
genetik bir hastaliktir (International FMF Consortium, 1997). FMF, apoptoz ve
inflamasyonda rol oynayan pyrin proteinini kodlayan MEFV genindeki resesif
mutasyonlar nedeniyle olusur. Mutasyonlar pyrin domainin islevini
engelleyerek kesintisiz bir inflamasyon kaskati baslatir (Demirkaya ve ark.,
2016). Hastalik otozomal resesif bir paternde kalitilir, ancak tipik FMF
fenotipine sahip hastalar MEFV geninde heterozigot bir mutasyon tasiyabilir
(Ozgakar ve ark., 2011). “Infevers” veri tabanmna gére, MEFV geninin 396
varyantt bulunmaktadir. Bu varyantlarin ¢ogu ekzon 2 ve ekzon 10'da yer
almaktadir ve bunlarin yaklasik %96's1 yerdegistirmelerdir. Bu varyantlar

patojenik, olas1 patojenik, benign, olasi benign veya klinik 6nemi belirsiz
4



varyantlar (VUS) olarak smiflandirilmaktadir (Infevers — Tablolu liste
[Internet], [Erisim Haziran 3 2023]). MEFV genindeki en yaygin mutasyonlar,
ekzon 10'da bulunan M6801, M694V, M6941 ve V726A ile ekzon 2'de bulunan
E148Q varyantidir (French FMF Consortium, 1997). Bu varyantlar diinya
capinda FMF hastalarinin %85'inden sorumludur (Ben-Chetrit ve Levy, 1998a).
M694V mutasyonu diinya genelinde en sik goriilen mutasyon olarak kabul
edilmekle birlikte mutasyon siklig: iilkelere, bolgelere ve etnik gruplara gore

degismektedir (Chaaban ve ark., 2024).
2.1.2. FMF’de Tam ve Tedavi

FMF tanisi, degisken penetrans ve belirli bolgelerde yiiksek MEFV
tastyic1 sikligr nedeniyle, genetik testlerin tek basma kullanilmasiyla yanlis
teshise yol agabileceginden, agirlikli olarak klinik bulgulara dayanmaktadir
[20]. Yetiskin hastalar i¢in ¢esitli tan1 kriterleri 6nerilmistir, bunlar arasinda en
yaygin kullanilanlar klasik Tel-Hashomer ve daha giincel olan Livneh

kriterleridir (Livneh ve ark., 1997; Sohar ve ark., 1967).

Tel-Hashomer klinik kriterleri, major ve minor semptomlari igerir. Major
kriterler serozit ile (peritonit, sinovit veya plorit) tekrarlayan atesli ataklar,
yatkinlagtirict bir hastalik olmaksizin AA tipi amiloidoz ve diizenli kolsisin
tedavisine olumlu yanit, mindr kriterler tekrarlayan atesli ataklar, erizipel
benzeri eritem ve birinci derece akrabada FMF olarak siniflandirilmistir. Bu
kriterlere gore iki veya daha fazla major semptom veya bir major artt iki mindr
semptom goriilmesi durumunda hastaya klinik FMF tanist konulabilir

(Bashardoust, 2015).



Tablo 2.2.1. Tel-Hashomer tan1 kriterleri.

Major Kriterler Minor Kriterler

- Peritonit, sinovit veya plorit ile seyreden | - Tekrarlayan ates ataklari

atesli ataklar - Erizipel benzeri eritem

- AA tipi amiloidoz - Birinci derece akrabalarda FMF
- Kolsisine cevap Oykiist

Kesin Tani: 2 major veya 1 major + 2 mindr kriter
Siipheli Tani: 1 major + 1 minor kriter

Livneh klinik tani kriterleri, FMF tanis1 i¢in majdr, minér ve destekleyici
olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Major kriterler, atesli ve karakteristik ataklar
(peritonit, plorit/perikardit, monoartrit) igerir. Mindr kriterler, daha hafif
ataklari, egzersize bagl bacak agrisin1 ve kolsisine yanit1 kapsar. Destekleyici
kriterler ise aile Oykiisii, erken baslangi¢ yasi, etnik koken, atak 6zellikleri ve
gecici laboratuvar anormallikleri gibi bulgulardan olusur. Tani i¢in belirli kriter
kombinasyonlar1 gerekir. Tipik ataklar tekrarlayici, atesli ve kisa siireliyken,
inkomplet ataklar bu 6zelliklerden sapma gosterir; tipik olmayan ataklar tani

acisindan dikkate alinmaz (Livneh ve ark., 1997).



Tablo 2.2. Livneh tani kriterleri.

Major Kriterler Minér Kriterler Destekleyici Kriterler
- Peritonit (yaygin) - Tam olmayan ataklar | - Ailede AAA Oykiisii
- Plorit (tek tarafli) ya da iki ya da tek| - Uygun etnik kdken
perikardit bolgeyi tutabilen; -Hastaligin 20 yasindan
- Monoartrit (kalga, diz, | Gogis once baslamasi
ayak bilegi) Eklem
- Tek basina ates - Egzersizle ortaya ¢ikan
- Tam olmayan karin agrisi bacak agrisi
ataklari - Kolsisin tedavisine
olumlu yanit

Atak Ozellikleri

-Agir ve yatak istirahatin1 gerektiren ataklar

-Kendiliginden ge¢mesi

- Ataklar arasindaki bulgusuz déonem

- Asagidaki testlerden bir ya da daha fazlasinda olusan gegici inflamatuvar yanat:
16kosit, sedimentasyon hizi, serum amiloid A, fibrinojen

- Aralikl proteiniiri ve hematiiri

- Apendektomi ya da diagnostik laparatomi oykiisii

- Ailede akrabalik

Tani: 2 major ya da 1 major ve 1 mindr kriter gereklidir.

Cocuklarda FMF tanis1 i¢in ortak bir gorlis olmamakla birlikte,
Yalcinkaya ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen kriterlere gore, en az ii¢ atak
gecirmis bireylerde >38 °C ates, tekrarlayan karin/gogiis agrisi, oligoartrit ve
aile oykiisii degerlendirilir; tan1 i¢in bu bes kriterden en az ikisinin pozitif olmasi
gerekir. Ancak, son dogrulama calismalarinda bazi ¢eliskili sonuglar oldugu
i¢cin, bu kriterlerin daha fazla raporla desteklenmesi gerekmektedir. Giincel
caligmalarda, Eurofever/PRINTO grubu, yiliksek duyarlilik ve ozgiilliikle
pediatrik hastalarda FMF dahil olmak {izere otoinflamatuar tekrarlayan atesler
icin yeni kanita dayali siniflandirma kriterlerini dogrulamistir (Gattorno ve ark.,
2019). Bu kriterler, tipik tekrarlayan ates ataklari, serozit (peritonit, plorit veya
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sinovit) ve aile dykiisiinii igerir. Klinik tanida genetik testler 6zellikle MEFV gen
mutasyonlarmin tespiti de Onemli bir rol oynar. Tani, ayrica, diger
otoinflamatuar ve enfeksiyoz hastaliklarin dislanmasi ile desteklenir (Livneh ve
ark., 1997).

FMF hastaliginin tedavisinde en yaygin kullanilan ila¢ olan kolsisin,
ataklarin sikligin1 ve siddetini azaltarak amiloidoz gelisimini 6nler (Ben-Chetrit
ve Levy, 1998b). Kolsisine direngli veya intolerans gosteren hastalar igin
anakinra veya canakinumab gibi interlokin-1 inhibitorleri alternatif tedavi
secenekleridir (Ozen, 2021). Bu biyolojik ajanlar, inflamatuar yaniti
baskilayarak hastalik semptomlarini kontrol altina alir (Kilig, 2015). FMF
hastalarinda tedaviye uyum ve diizenli takip, uzun vadeli komplikasyonlarin

onlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (Yalginkaya ve ark., 2000).

2.1.3. Pyrin Proteini, Yapisi ve Fonksiyonu

MEFV geni, insan genomunda 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3)
bulunan bir gendir ve 10 ekzon igerir (French FMF Consortium, 1997). MEFV
geni, pyrin veya marenostrin olarak bilinen bir proteini kodlar, bu protein
inflamatuar yanitlar1 diizenlemede kritik rol oynar (Centola ve ark., 2000). FMF,
MEFV lokusundaki fonksiyon kazanimi mutasyonlardan kaynaklanan kalitsal
bir hastaliktir (Gershoni-Baruch ve ark., 2001). MEFV, pyrin proteinini
kodlayan 10 ekzondan olusur ve oncelikli olarak dogustan gelen bagisiklik
sistemi hiicrelerinde ifade edilir (Eisenstein ve ark., 2013). Pyrin, ¢esitli
bakteriyel toksinler veya efektorler tarafindan Rho GTPazlarinin inaktive edici
modifikasyonlarina yanit olarak bir kaspaz-1 aktive edici inflamazom olusturur

(Gao ve ark., 2016).
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Sekil 2.2. MEFV geni yapis1 ve FMF fenotipi ile iliskilendirilmis
varyantlar.

Pyrin, 6zellikle nétrafil islevlerini kontrol eden ve inflamatuvar siireci
baskilayan bir protein olarak bilinir (Chae ve ark., 2003). MEFV genindeki
mutasyonlar, pyrin proteininde islev kaybina neden olarak FMF hastaligina yol

acar (Livneh ve ark., 1997).
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Sekil 2.3. Pyrin proteini yapisi ve fonksiyonel gruplart.

FMF hastaliginin patofizyolojisi, esas olarak MEFV genindeki
mutasyonlarin neden oldugu pyrin proteininin islev bozukluguna dayanir (Ben-
Zvi ve Livneh, 2011). Pyrin proteini, inflamazom adi verilen hiicresel
komplekslerin ~ olusumunu  kontrol eder ve inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynar (Dinarello, 2009). MEFV mutasyonlari,
inflamazomlarin agir1 aktivasyonuna ve bu da IL-1f salgilanmasina neden olarak
inflamatuar ataklara yol agar (Chae ve ark., 2006). Bu siireg, tekrarlayan ates ve

serdz zarlarin iltihaplanmasi gibi FMF belirtilerine neden olur (Touitou, 2001).

2.1.4. Kahitim

Hastaligin otozomal resesif kaliim sekli nedeniyle hastalarin tek bir
mutasyon i¢in homozigot veya iki farkli mutasyon ic¢in heterozigot olmasi

beklenir. Ancak, bir MEFV mutasyonu i¢in heterozigot olan hastalarin yaklagik
10



%30'u, C-reaktif protein ve serum amiloid A'nin yiiksek seviyeleri de dahil
olmak iizere, hastalikta gbzlemlenen hafif bir inflamatuar yanit sergilemektedir
(Marek-Yagel ve ark., 2009). Cesitli penetranslarla baskin kaliim gosteren
aileler hakkinda raporlar vardir (Aldea ve ark., 2004; Booth ve ark., 2000). Bu
tutarsizliklar, epigenetik mekanizmalarin MEFV mutasyonlarinin ifadesine ve
belirgin hastalifin gelisimine katkida bulunabilecegini diisiindlirmektedir

(Amarilyo ve ark., 2018).

2.2. mikroRNA (miRNA)
2.2.1. miRNA’larin Tammm ve Genel Ozellikleri

MikroRNA'lar (miRNA'lar), yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, gen
susturmay1 yonlendiren kisa ncRNA'lardir. Bu susturma, Argonaute (AGO)
proteinlerini mRNA'larin 3’ transkripte edilmemis bolgesindeki (UTR) hedef
bolgelerine yonlendirerek gergeklesir. AGO'lar, tek sarmalli kiigiik niikleik
asitleri, susturulmak istenen RNA veya DNA’daki tamamlayici dizilere rehber
olarak kullanan biiyiik bir protein ailesini olusturur (Swarts ve ark., 2014).
miRNA ile yiikli AGO, miRNA kaynakli susturma kompleksinin (miRISC)
hedefleme modiiliinii olusturur ve bu kompleks, hedef mRNA’larin translasyon
baskilanmasi ve degredasyon siireglerini destekler (Jonas ve lzaurralde, 2015).
miRNA ilk kez, Caenorhabditis elegans'ta lin-4 geni tarafindan iretilen ve lin-
14 mRNA'si1 transkripsiyon sonrast baskilayan kisa bir RNA olarak
kesfedilmistir (Lee ve ark., 1993; Wightman ve ark., 1993). Sonraki
aragtirmalar, farkli hayvan gruplarinda da bu kii¢ciik RNA’larin bol miktarda
bulunduklarini géstermistir (Pasquinelli ve ark., 2000). Bu yeni diizenleyici sinif
daha sonra mikroRNA (miRNA) olarak adlandirilmistir (Lagos-Quintana ve
ark., 2001; Lau ve ark., 2001; Lee ve Ambros, 2001).
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2.2.2. miRNA Biyogenezi

miRNA'lar, protein kodlayan genlerin  ekspresyonunu  post-
transkripsiyonel diizeyde regiile eden kiiciik, kodlamayan RNA dizileridir. Bu
molekiiller, RNA polimeraz II ve III tarafindan genom dizilerinden transkribe
edilerek primer miRNA'lar (pri-miRNA) seklinde iretilir ve ardisik enzimatik
islemlerle miRNA onciillerine (pre-miRNA) ve olgun miRNA'lara (~19-22
niikleotid) doniistiiriiliir. Pri-miRNA'lar, genomun intergenik bolgelerinde veya
konak genlerin intronlarinda kodlanabilir (Ha ve Kim, 2014; Lee ve ark., 2002).
MikroRNA'larin olgunlasma siireci, niikleer RNaz III enzimi olan Drosha
tarafindan diizenlenir. Pre-miRNA'lar daha sonra Dicer enzimi tarafindan
sitoplazmada kesilerek ¢ift sarmalli miRNA'lar olusturulur. Bu ¢ift sarmall
miRNA'lar, Argonat proteini ile birleserek RNA kaynakli susturma kompleksi
(RISC)'i olusturur (Hammond ve ark., 2001; Tabara ve ark., 1999). Bu siirecte
cift sarmalli miRNA'lar ayrisir ve boylece olgun miRNA tek sarmallart meydana
gelir. miR-RISC kompleksi, miRNA aracili susturma mekanizmasinin temel
bilesenidir (Kawamata ve Tomari, 2010). miRNA'lar, hedef mRNA’lari
baskilayarak translasyon inhibisyonuna veya mRNA yikimina neden olur
(O'Brien ve ark., 2018). Hedef tanima, genellikle miRNA ile mRNA'nin 3' UTR
arasindaki kusurlu baz eslesmesi yoluyla gerceklesir. Bu kiigilk RNA
molekiilleri, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi de dahil olmak iizere cesitli
biyolojik siireclerde 6nemli roller oynar. Ayrica, anormal miRNA ekspresyonu,
otoinflamatuar hastaliklar dahil olmak {izere ¢esitli immiin aracili inflamatuar

hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir (Saad ve ark., 2023).
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Sekil 2.4. miRNA biyogenezi ve etki sekli (Chaudhary ve ark., 2021).

miRNA’lar neredeyse tiim hiicresel siire¢lerde rol oynar ve organizma
gelisimi, hiicre farklilagsmasi ve homeostaz i¢in gereklidir. miRNA veri tabani
miRBase, Homo sapiens’te 1.917 dncii miRNA (pre-miRNA) ve 2.654 olgun
miRNA listeler (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2014) ve insan protein kodlayan
genlerinin %60’ 1ndan fazlasinda ongodriilen miRNA hedef bolgeleri bulunur

(Friedman ve ark., 2009).

2.2.3 miRNA Isimlendirme Sistemi

miRNA'larin isimlendirilmesi, ilk olarak 2001 yilinda Caenorhabditis
elegans tlizerinde yapilan ¢alismalarla baglamistir. Bu siiregte, miRNA Registry
kurulmus ve daha sonra miRBase'e evrilmistir. miRBase, yeni kesfedilen
miRNA'lara benzersiz isimler atayan ve bu bilgileri merkezi bir veritabaninda
toplayan bir kaynaktir (Griffiths-Jones ve ark., 2006). miRNA'larin

isimlendirilmesi,  uluslararas1  kabul gormiis  kurallar  ¢ergevesinde
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yiirtitiilmektedir. Bu kurallar, miRNA'larin genetik kokenleri, biyosentez yollar
ve dizi varyantlar1 gibi o6zelliklerini dikkate alarak, tutarli ve sistematik bir

adlandirma sistemi olusturmay1 amaglar.

miRNA isimlendirme sistemi temel terminolojisine gore, mir-#,
prekiirsor (hairpin) miRNA'y1 ifade eder. miR-#: Olgun (mature) miRNA'y1
ifade eder. MIR#: Insan miRNA genini belirtir ve HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) tarafindan onaylanir. Tiir belirteci olarak, miRNA
isimlerinin  basinda li¢c harfli kisaltmalar kullanilir. miRNA'larin
isimlendirilmesinde bir diger konu, paralog ve ortolog miRNA'lardir.
Paraloglar, aymi tiir iginde, benzer dizilere sahip ancak farkli gen
lokasyonlarinda bulunan miRNA'lardir. Bu miRNA'lar, ayn1 numaray1 paylasir
ancak sonuna harf eklenir. Ortologlar, farkli tiirlerde, evrimsel olarak ayni
kokenden gelen miRNA'lardir. miRNA'larin isimlendirilmesinde genomik
lokusu belirtmek 6nemlidir. Ayni olgun miRNA'y1 lireten ancak genomda farkl
lokasyonlarda bulunan prekiirsér miRNA'lar, numara sonuna eklenen "-1", "-2"
gibi sayilarla ayirt edilir. Prekiirsor miRNA'nin 5' veya 3' kolundan tiireyen
olgun miRNA'lar, sirastyla "-5p" veya "-3p" ekleriyle belirtilir (Seal ve ark.,
2020; Yu ve ark., 2023).

2.2.3.1 hsa-mir-335-5p

hsa-miR-335-5p, ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol
oynayan Onemli bir mikroRNA’dir. Romatoid artritli hastalarin periferik
kanindan izole edilen eksozomlarda yapilan bir ¢alismada, hsa-miR-335-5p'nin
saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksek ekspresyon gosterdigi
bulunmustur. Bu mikroRNA'nin, SRSF4 genini hedef alarak sinovyal dokularda
bu genin ekspresyonunu azalttig1 ve hastalik aktivitesi ile pozitif korelasyon
gosterdigi rapor edilmistir (Zhu ve ark., 2014a). Obezite ile iliskili inflamasyon
stireglerinde, hsa-miR-335-5p'nin adipositlerde leptin, resistin, TNF-a ve 1L-6

gibi  pro-inflamatuvar adipokinlerin  etkisiyle ekspresyonunun arttigi
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gosterilmistir. Bu durum, mikroRNA'nin obeziteye bagli inflamatuvar
komplikasyonlarda rol oynayabilecegini diisindiirmektedir (Hu ve ark., 2021).
FMF gibi otoinflamatuvar hastaliklarda, ¢esitli mikroRNA'larin inflamasyon
stireglerinde rol oynadigi gosterilmistir. Ancak, mevcut literatiirde hsa-miR-
335-5p'nin FMF veya diger otoinflamatuvar hastaliklarla dogrudan iliskisini
gosteren spesifik ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu nedenle, hsa-miR-335-5p'nin
otoinflamatuvar hastaliklardaki roliinii belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya

ithtiyag¢ vardir.

2.2.3.2 hsa-mir-26b-5p

hsa-miR-26b-5p, ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde 6nemli
roller oynayan bir mikroRNA'dir. Romatoid artritli hastalarin sinovyal
dokularinda yapilan bir ¢alismada, hsa-miR-26b-5p ekspresyonunun saglikli
bireylere kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur. Bu
mikroRNA'nin, EZH2 genini hedef alarak RA-FLS (fibroblast benzeri sinoviyal
hiicrelerin) proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica, hsa-miR-26b-5p'nin pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-17) ve matriks metalloproteinazlarin (MMP-2, MMP-9)
ekspresyonunu azalttigi rapor edilmistir (Ge ve ark., 2019). Miyokard
enfarktiisii sonrasi inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde hsa-miR-26b'nin roli
incelenmistir. Bir hayvan modelinde, hsa-miR-26b'nin PTGS2 genini hedef
alarak MAPK sinyal yolunu baskiladig1 ve bu yolla inflamatuvar yanit1 azalttig1
gosterilmistir. Bu durum, hsa-miR-26b'min kardiyak remodeling siire¢lerinde
koruyucu bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Chen ve ark., 2016). hsa-
mMIiR-26 ailesinin, 6zellikle hsa-miR-26b'nin, NF-«B sinyal yolunu diizenleyerek
inflamasyonu modiile ettigi gdsterilmistir. Bu mikroRNA'nin, HMGA1 ve
MALT1 genlerini hedef alarak TNF-a aracili IL-6 iiretimini azalttig1 ve boylece

inflamatuvar yanit1 baskiladigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2021).
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2.2.3.3 hsa-mir-16-5p

hsa-miR-16-5p, hiicresel apoptoz, inflamasyon ve genetik hastaliklarin
patogenezinde Onemli roller oynayan, yaygin olarak calisilmig bir
mikroRNA'dir. Koroner arter hastaligi olan bireylerin periferik kan
monositlerinde yapilan bir ¢alismada, hsa-miR-16-5p ekspresyonunun azaldigi
ve inflamatuvar yanitin arttig1 gézlemlenmistir. Bu durum, hsa-miR-16-5p'nin
inflamasyonu baskilayic1 bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Cao ve
ark., 2021). Hipoksi/reoksijenasyon ile indiiklenen kardiyomiyositlerle ilgili
yapilan bir ¢aligmada, hsa-miR-16-5p'nin PTPN4 genini hedef alarak apoptoz
ve otofajiyi diizenledigi gosterilmistir. Bu bulgular, hsa-miR-16-5p'nin
kardiyovaskiiler hastaliklarda hiicresel stres yanitlarin1 modiile edebilecegini
gostermektedir (Xu ve ark., 2019). hsa-miR-16-5p, ¢esitli kanser tiirlerinde
timor baskilayict olarak islev gormektedir. Kolorektal kanser hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada, hsa-miR-16-5p iceren eksozomlarin, hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi, apoptozu ise tesvik ettigi

gosterilmistir (Akdis ve ark., 2011).

2.3 interlokinler
2.3.1 interlokinlerin Tanim ve Genel Ozellikleri

Interlokinler (IL), ilk basta yalnizca ldkositler tarafindan iiretildigi
diisiiniilen bir sitokin tiiriidlir, ancak daha sonra bir¢ok farkli viicut hiicresi
tarafindan da {iretildigi bulunmustur. Bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve
farklilagmasinin yani sira gogalma, olgunlagma, gé¢ ve adezyonda 6nemli roller
oynarlar. Ayrica hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar o6zelliklere
sahiptirler. Bu nedenle, interlokinlerin birincil islevi, inflamatuvar ve immiin
yanitlar sirasinda biiyiime, farklilasma ve aktivasyonu diizenlemektir.

Interlokinler, hiicre yiizeylerindeki yiiksek afiniteli reseptdrlere baglanarak
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hiicre ve dokularda bir¢ok reaksiyonu tetikleyebilen genis bir protein grubunu
icerir. Hem parakrin hem de otokrin islevleri vardir. Interlokinler ayrica klinik
tip ile ilgili yonleri arastirmak i¢in hayvan ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir

(Justiz Vaillant ve Qurie, 2025).

2.3.2 Interlokinlerin Fonksiyonu ve Klinik Onemi

Sitokinler, patojenlere ve diger antijenlere yanit olarak iiretilen ve
inflamatuvar ve immiin yanitlar1 diizenleyen ve aracilik eden proteinlerdir.
Interlokin {iretimi kendi kendini smirlayan bir siirectir. Cogu interldkinin
kodlandig1 haberci RNA kararsizdir ve gegici bir senteze neden olur. Bu
molekiiller sentezlendikten sonra hizla salgilanirlar. interldkinlere hiicresel
yanitlar, sitokin reseptdrlerinin inhibitdrlerini kodlayan genlerin indiiksiyonu ve
katithmiyla yukar1 ve asag1 diizenleyici mekanizmalar1 igerir. Interlokinler
yedekli islevlere sahiptir. Ornegin, IL-4, IL-5 ve IL-13 B hiicresi bilyiime
faktorleridir ve B hiicresi farklilasmasini uyarir. Sitokinler, B hiicrelerinde
antikor izotiplerinin degisimini, yardimci T hiicrelerinin Th-1 ve Th-2 alt
kiimelerine farklilagsmasin1 ve fagositlerde mikrop o6ldiiriicii mekanizmalarin
aktivasyonunu uyarir. Interlokinler genellikle diger interlokin sentezini ve
etkilerini etkiler. Ornegin, IL-1, IL-2 salinimina yol acan lenfosit aktivasyonunu
destekler. Sitokinlere hiicresel yanitlar, dis sinyaller veya yliksek afiniteli
reseptorler tarafindan uyarilir ve diizenlenir. Ornegin, B hiicrelerinin patojenler
tarafindan uyarilmasi, sitokin reseptorlerinin artan ekspresyonuna yol agar.
Cogu sitokin, sitokini salgilayan ayni hiicre {lizerinde (0rnegin, T hiicreleri
tarafindan iiretilen IL-2'nin onu iireten ayni1 T hiicreleri lizerinde ¢aligmasi) veya
yakindaki bir hiicre tizerinde etki eder. Ayrica, sitokinler dolagima girebilir ve
tiretim bolgesinden uzakta etki edebilir, 6rnegin, IL-1 merkezi sinir sistemi

tizerinde c¢alisan ve atese neden olan endojen bir pirojendir. Reseptorleri isgal
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etmek ve biyolojik etkiler ortaya g¢ikarmak i¢in kiigiik miktarlarda sitokin
yeterlidir (Dinarello ve ark., 2010).

2.3.2.1 Interlokin 36 Sitokinleri, Ekspresyonu ve Biyokimyasi

Interlokin-1 ailesi iiyesi 5 (IL-1F5), IL-1F6, IL-1F8 ve IL-1F9'un
islevleri anlasildik¢a ve gergek sitokinler olduklari netlestik¢e 1L-36 olarak
yeniden siniflandirilmiglardir. 1L-36 reseptor (IL-36R) sitokinleri 3 agonistten
olusur: 1L-360, IL-36p ve IL-36y (6nceden IL-1F6, IL-1F8 ve IL-1F9 olarak
adlandirilirdi) ve bir antagonist olan IL-36 reseptor antagonisti (IL-36Ra), ki bu
da onceden IL-1F5 olarak bilinirdi. IL-36 agonistleri, IL-36R (baslangicta IL-
IR ile iligkili protein 2, diger adlariyla IL-1RL2 veya IL-1Rrp2 olarak
adlandirilird1) ve bir yardimci reseptor alt birimi olan IL-1 reseptor aksesuar
proteini, IL-1IRAcP'den olusan aymi heterodimerik reseptor kompleksine
baglanir (Bassoy ve ark., 2018). IL-36 agonistleri reseptorlerine
baglandiklarinda, NF-xB ve mitojenle aktive olan protein kinazlarinin
aktivasyonuna yol agan ve inflamatuvar yanitlar tetikleyen bir hiicre i¢i sinyal
kaskadi olustururlar. IL-36 ve reseptorii cilt, akciger ve bagirsak dahil olmak
lizere ¢esitli dokularda eksprese edilir ve bu dokularda inflamatuvar yanitlari
indiikler. IL-36 hem epitel hiicreleri hem de spesifik bagisiklik hiicreleri
tizerinde aktiviteye sahiptir; hiicresel aktivasyonu ve sitokin ve kemokin
salgilanmasin1 indiikleyerek c¢esitli bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve

aktivasyonuna yol agar (Dunn ve ark., 2001).

IL-36 sitokin ailesinin iyeleri, ilk olarak IL-la ve IL-1B ile olan
homolojileri sayesinde sekans veri tabanlarinda kesfedilmistir (Towne ve ark.,
2011). in vitro fonksiyonel karakterizasyonlarmin ve kendilerine 6zgii
reseptorleri olan IL-36R'nin tanimlanmasinin ardindan, IL-36 sitokin alt ailesi 3
agonist sitokin (IL-36a, IL-36p ve IL-36y) ve dogal antagonist IL-36Ra olarak
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yeniden simiflandiriimistir (van de Veerdonk ve ark., 2012). 1L-38 (IL-1F10)'in
de IL-36R'nin antagonisti olarak islev gordiigii belgelenmistir (Nicklin ve ark.,
2002). Bu sitokinler, IL-36R ve IL-1RAcP'den olusan kendilerine 06zgii

heterodimerik reseptorleriyle etkilesime girmislerdir.

pro-IL-36 islenmis IL-36
IL-36R ) IL-1RAcP
->

X 7l

NF-xB w . e
4

MAPKs Sinyal yok

)

Sekil 2.5. IL-36R ve ligandlar1 arasindaki etkilesimler.

IL-36 sitokinleri, IL-18 ve IL-33 hari¢ olmak tizere diger tiim IL-1 ailesi
sitokinlerinin genleri ile ayn1 gen kiimesi i¢inde, insan kromozomu 2 {izerinde
yer almaktadir. IL-36R de insan kromozomu 2 fizerindeki IL-1R ailesi
lokusunda bulunur (Taylor ve ark., 2002; Afonina ve ark., 2011). IL-36 ailesi
tiyelerinin inflamatuvar hastaliklarin patogenezindeki rolii ve salgilanma
mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. IL-36 sitokinleri, az veya
hi¢ biyoaktiviteye sahip olmayan Onciil proteinler olarak sentezlenir ve tam
biyolojik potansiyellerini ortaya koymak ig¢in smirli post-translasyonel

islenmeye ihtiya¢ duyarlar (Queen ve ark., 2019).
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2.3.2.2 interlokin 36 Reseptor Antogonisti (IL-36Ra)

Sitokinlerin IL-36 alt ailesi, IL-1 siiper ailesine aittir ve ii¢ pro-
inflamatuvar agonisti (IL-36a, IL-368, IL-36y) ve bir IL-36 reseptorii (IL-36R)
antagonisti olan IL-36Ra'y1 igerir. Bu IL-36 sitokinleri, dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik yanitlarini diizenlemek icin ortak bir reseptdr araciligiyla iglev
goriir. IL-36 sitokinleri inaktif onciiler olarak ifade edilir ve tam olarak aktif hale
gelmek igin proteolitik islenmeye ihtiya¢ duyarlar. IL-36 agonistleri, IL-36R'ye
baglandiklarinda, sinyal yollarim1 aktive ederek inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu ve iiretimini artirirlar. IL-36 esas olarak viicudun bariyer
yapilarii olusturan epidermal, bronsiyal ve bagirsak epitel hiicrelerinde ifade
edilir ve bu doku bolgelerinde pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin
tiretiminin dengesini diizenler. IL-36 sinyallesmesinin diizensizlesmesi,
otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarin gelisiminde Onemli bir etiyolojik
faktordiir. Psoriazis gibi inflamatuvar cilt hastaliklarindaki kritik roliiniin yani
sira, giderek artan kanitlar, anormal IL-36 aktivitelerinin akciger, bobrekler ve
bagirsaklarda da inflamatuvar hastaliklar1 destekledigini gostermektedir ve bu
da IL-36'nin yaygin inflamatuvar hastaliklar i¢in potansiyel bir terapotik hedef
oldugunu vurgulamaktadir (Gresnigt ve van de Veerdonk, 2013).

Interlokin-1 (IL-1) sitokin ailesi, bir bagigiklik yanit sirasinda hiicreler
arasi iletisimi diizenleyen bagisiklik aktive edici sitokinlerden olusur. IL-36, IL-
1 siiper ailesinin bir alt ailesidir ve IL-36Ra, IL-36a, IL-36p ve IL-36y'dan
olusur (Gabay ve Towne, 2015). IL-36 sitokinleri, IL-36 reseptoriine (IL-36R)
baglanir ve IL-1 reseptdr yardimer proteinini (IL-1RACP) bir ko-reseptdr olarak
kullanir. IL-36a, IL-36f ve IL-36y, IL-36R agonistleri olarak islev goriirken, IL-
36Ra, IL-36R sinyallesmesinin aktivasyonunu inhibe eden bir reseptor
antagonisti olarak islev gériir. Insan 1L-36 genleri, 2013 kromozomundaki IL-1
lokusunda bulunur ve IL-1 sitokin genleriyle %36-46 oraninda sekans benzerligi
gosterir (Towne ve ark., 2004). IL-36 agonistleri, hiicre igi sinyal kaskadi

yoluyla niikleer faktér kappa B (NF-kB) ve mitojenle aktive olan protein
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kinazlar1 (MAPK) aktive ederek inflamatuvar yanitlari indiikler (Sims ve Smith,
2010). Buna karsilik, IL-36Ra, IL-36R aktivasyonuna baglanarak ve onu inhibe
ederek pro-inflamatuvar sinyallesmeyi baskilar (Afonina ve ark., 2015; Nishida
ve ark., 2016). IL-36 sitokinleri esas olarak cilt, bronsiyal epitel, beyin dokusu,
bagirsak ve monositler/makrofajlarda ifade edilir ve doku homeostazi ve
inflamasyonda &nemli bir rol oynar (Barksby ve ark., 2009; Towne ve Sims,
2012; Valasek ve Repa, 2005; van de Veerdonk ve Netea, 2013;).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma Dizaym ve Orneklem Secimi

Subat 2021 ile Haziran 2024 tarihleri arasinda Balikesir Universitesi
Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’ne bagvurmus, FMF tanis1 almis
hastalar, demografik ve klinik 6zellikler agisindan retrospektif olarak incelendi
ve eksik verileri olan hastalar ¢calismadan ¢ikartildi. Bu ¢alismaya FMF tanisi
alan toplam 40 hasta dahil edildi. Tani1, genetik testlerle desteklendi. Kontrol
grubu, klinigimize tekrarlayan ates, tekrarlayan karin agrisi, tekrarlayan eklem
agrist ve gogis agris1 gibi FMF semptomlart bulunmayan ve FMF tanisi
almamis 43 hastadan olusmaktadir. Demografik, klinik ve genetik veriler
retrospektif olarak degerlendirildi. MEFV gen mutasyon analizleri,
INFEVERS'ta bildirildigi iizere ekzon 2, 3, 5 ve 10'daki en sik 12 mutasyon i¢in
real time PCR (ger¢ek zamanli PCR) yontemi ile ticari kitler kullanilarak
gerceklestirildi. Bu ¢alismada en az bir MEFV mutasyonu olan hastalar
degerlendirildi. Bu ¢alisma, kurumumuzun etik kurulunca incelenmis ve
onaylanmistir. Calisma, arastirmacilar tarafindan Helsinki Deklerasyonu’na

uygun olarak gergeklestirildi.

Bu calismada kullanilan tiim laboratuvar cihazlar1 asagida Tablo 3 ve

4’de verilmistir. Deney plan1 sekil 7°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihaz listesi.

Kullanilan Cihazlar

Model

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientific i, italya

Buzdolabi, derin dondurucu

Beko, Tiirkiye, Ugur, Tiirkiye

Otomatik pipetler Thermo

Mikro hacim spektrofotometre Maestrogen

PCR cihaz1 Techne TC-3000x, Applied Biosystems
Veriti 96 Well

RNA elektroforezi Thermo

+4°C Sogutmal1 Makro santrifiij Sigma

Santrifiij (Ependorf)

Mikro 120 Hettich

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)

-80°C dondurucu Thermo

Vorteks Elektromag, Tlirkiye
gRT PCR Roche

Bilgisayar Casper

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihaz listesi.

Kullanilan Kimyasallar

Marka

Etil Alkol

Ethanol Merck 1.00983.2500 for analysis

Kloroform

Merck 102445 Choloform for analysis
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DENEY PLANI

4 4

[ miRNA ekspresyon calismalari ] [ Protein seviyesi ¢alismalari ]
[ kan érneklerinden total miRNA izolasyonu ] [ IL-36Ra seviyesinin dlglilmesi ]

4 4

[ miRNA’dan cDNA sentezi ] [ ELISA testi ]
[ miRNA ekspresyonu (Real-time PCR) ] [ ELISA analizi ]
[ MiRNA ekspresyon analizi ]

Sekil 3.1 Deney plani.
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3.2. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu Thermo Fisher PureLink® RNA Extraction Mini Kit
kullanilarak ger¢eklestirildi:

3.2.1. Ornek Hazirlama

0,5 ml taze antikoagiile edilmis kan 1,5 ml'lik RNAaz igermeyen tiipe
eklendi. 2 dakika oda sicakliginda 10.000 g'de santrifiij yapildi. Siipernatant
kism1 uzaklastirildi. Devaminda 0,5 ml RNAaz igcermeyen su eklenip karistirildi.
Tekrar 10.000 g'de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi. Siipernatant kismi
uzaklastirildi. Ardindan 1ml miRNAEkstraktor eklendi ve ters cevrilerek
karistirildi.

3.2.2 izolasyon

1. Numunelerin tamamen parc¢alandigindan emin olmak i¢in numuneler

miRNA Ekstraktor ile oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.

2. 2 ml kloroform eklenmis, 30 saniye boyunca vortekslendi. 4°C'de 10
dakika boyunca 12.000 x g'de santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra numune 3'e

ayrildi; RNA'y1 iceren iistteki renksiz sulu faz ile ¢alismaya devam edildi.

3. Stipernatant (yaklasik 540 pl) temiz bir 1,5 ml RNaz igermeyen
santrifiij tiiptine aktarildi, 1/3 hacim (genellikle 180 pl) %100 etanol eklendi
ve birkag kez yukar1 ve asagi pipetleyerek iyice karistirildi.

4. 2 dakika 12.000 g'de santriflij yapildi, ardindan yeni bir 1,5 ml'lik
RNAaz icermeyen tiipe aktarildi.

5. 2/3 hacim %2100 etanol eklendi ve birkag kez yukari ve asagi
pipetleyerek iyice karistirildi. Cozelti Spin Kolon MR'ye aktarildi ve 12.000 x
g'de 2 dakika santrifiij yapildi, kalan uzaklagtirildi.
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6. Spin Kolona 0,5 ml RPE Soliisyonu eklendi, 12.000 x g'de 30 saniye
santrifiij yapildi, toplama tiiptinde kalan atildi. (Bu asama 2 kez tekrarlandi)

7. Kalan etanoliin iyice uzaklastirilmast i¢in Spin Kolon 12.000 x g'de 30

saniye boyunca santrifiij yapildi.

8. Spin Kolon yeni bir 1,5 ml'lik santrifiij tiiptine konuldu, 30-50 ul RNaz
icermeyen Su eklendi. 2 dakika beklendi. 12.000 x g'de 30 saniye boyunca
santrifiij yapildi, ayristirllan RNA ¢ozeltisi -80°C'de saklandi.

Elde edilen miRNA’larin konsantrasyonu, Thermo Scientific Nanodrop
cihaz ile belirlendi. Cihaza ilk olarak “blank™ soliisyonu yiiklenerek referans
degeri belirlendi. Ardindan izole edilen her bir RNA numunesinden 1 ul cihaza
yiiklendi ve anlik Ol¢lim degerleri kaydedildi. Her bir degerin, 3 tekrar ile

kontrolii saglandi.

3.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, Applied Biological Materials Inc. miRNA All-In-One
cDNA Synthesis Kit kullanilarak gergeklestirildi.

1. Her bir numuneden total RNA (1 ug/1 ul), 2X miRNA cDNA Synthesis
SuperMix (10 ul), Enzyme Mix (2 ul) ve toplam hacim 20 ul olacak sekilde
Nuclease-Free H.O PCR tiipiinde birlestirildi. Reaksiyon buz iizerinde bir
araya getirildi. Tiip kisa siire santrifiijlendi.

2. Karigim 37°C'de 30 dakika, ardindan 50°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyon 85°C'de 5 dakika isitilarak hemen durduruldu. Buz iizerinde

sogutuldu.
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Tablo 3.3. cDNA eldesi i¢in PCR kosullart.

Sicaklik Siire Dongii
37°C 30 dakika 1
50°C 15 dakika 1
85°C 5 dakika 1

Reaksiyon buz iizerinde durdurulur

Yeni sentezlenen tek zincirli miRNA, dogrudan gergek zamanli PCR uygulamalari i¢in

bir sablon olarak kullanildi. Kalan cDNA numunesi -20°C'de muhafaza edildi.

3.4. Ger¢ek Zamanh PCR(QRT-PCR) ile Ekspresyon Analizi

Gergek zamanli PCR’nin temel amaci, bir numunede c¢ok diisiik
diizeylerde bulunsa dahi, spesifik niikleik asit dizilerinin hassas bigimde tespit
edilmesi ve nicel olarak analiz edilmesidir. Bu teknik, hedeflenen niikleik asit
sekansini eszamanl olarak cogaltirken, floresan temelli bir sistem aracilifiyla
amplifikasyon siirecini ger¢ek zamanli olarak izlemeye olanak tanir.
Amplifikasyon sirasinda floresan sinyalinin belirli bir esik seviyesine ulagsma
siiresi, baslangictaki hedef sekansin miktariyla dogrusal bir iliski gosterir ve bu
sayede hedef molekiiliin kantitatif olarak belirlenmesini miimkiin kilar (Valasek
ve Repa, 2005).

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix kiti kullanilarak hsa-miR-335-5p, hsa-
miR-26b-5p ve hsa-miR-16-5p primerleri ile gercek zamanli PCR
gerceklestirildi. Protokole gore, her bir 6rnekten cDNA (1 ng), BlasTaqTM 2X
gPCR MM (10 ul), Forward Primer (0.5 ul), Reverse Primer (0.5 ul) ve toplam
hacim 20 ul olacak sekilde Nuclease-Free H.O PCR tiiplinde birlestirildi.
Reaksiyon buz {lizerinde bir araya getirildi. Tip kisa siire santrifiijlendi.
Reaksiyon, Bio-rad CFX96 C1000 Touch ekipmaninda protokole gore 1 dongii
95 °C'de 3 dakika, 40 dongii 95°C'de 15 saniye ve 60°C'de 1 dakika olacak
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sekilde baslatildi. Ger¢cek zamanli PCR sonuglart Livak metoduna gore

degerlendirildi (Livak ve Schmittgen, 2001)

Tablo 3.4. Gergek zamanli PCR reaksiyon kosullari.

Sicaklik Siire Dongii
95 °C 3 dakika 1
95 °C 15 saniye 40
60 °C 1dk

Tablo 3.5. Primerlerin niukleotit dizileri.

miENA

Forward (3" -3" )

Reverse (5" -3" )

haa-miF-333-3p

S-AAGAGCAATAACGAAAMATG-Y

SGAACATGTCTGCGTATCTC-3

hza-miF.-26b-3p

SCCGGEGACCCAGTTCAAGTAA-S”

SCCCCGAGCCAAGTAATGGAG-3

hza-miR-16-3p

F-TGEGEGETAGCAGCACGTAAA-S

SCTCAACTGGTGTCGTGGAGTC-3"

3.5. IL36RN Geninin Protein Seviyesinde Gosterilmesi

FMF hastalar1 ve kontrol grubunda SunRed Bioteachnology Company

Elisa kit Human IL1F5 ELISA kiti ile protein seviyesi belirlendi:

1. Kit buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

2. Standart diliisyonlar1 hazirlandi: 1600 ng/L'lik standart ¢ozelti, adim adim
800, 400, 200, 100 ve 50 ng/L olacak sekilde seyreltildi.

3. Mikrotiter plaka iizerinde 6rnekler, standartlar ve bos kuyular ayrildi. Her bir

numune i¢in ikili tekrar yapildi.

4. Ornek kuyularina 40 pl érnek, 10 pl biotin ile isaretli IL1F5 antikoru ve 50

ul Streptavidin-HRP eklendi. Standart kuyularma 50 pl standart ¢ozeltisi ve

50 ul Streptavidin-HRP eklendi. Bos kuyulara sadece kromojen ve durdurucu

¢oOzelti eklendi.

5. Plaka, 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
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6. Inkiibasyon sonrasi plakadaki sivi bosaltildi ve yikama soliisyonu 30 kez
seyreltilerek hazirlandi. Plaka bes kez yikandi.

7. Her kuyuya sirasiyla 50 pl kromojen ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pl kromojen
¢Ozeltisi B eklendi. Plaka, 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

8. Her kuyuya 50 ul durdurma soliisyonu eklendi ve renk de§isimi mavi-sariya
dondii.

9. Plaka okuyucusunda 450 nm dalga boyunda, durdurma soliisyonundan
sonraki 15 dakika i¢inde 6l¢iim yapildi.

10. Standartlarin optik yogunluk degerlerine gore bir standart egrisi olusturuldu

ve numunelerin konsantrasyonlar1 bu egri lizerinden hesaplandi.

Calismada, IL36RA diizeylerini belirlemek amaciyla c¢ift antikor-
sandvi¢ esasma dayanan ELISA yontemi uygulandi. Oncelikle kit oda
sicakligina adapte edildi ve standart diliisyonlar1 hazirlandi. Mikrotiter plakasina
standartlar, ornekler ve uygun reaktifler eklendikten sonra 37°C’de inkiibasyon
yapildi. Plaka yikandiktan sonra kromojen ¢ozeltiler eklendi ve renk gelisiminin
ardindan reaksiyon durduruldu. Son olarak, optik yogunluk degerleri dl¢iilerek

orneklerdeki IL36RA konsantrasyonlar1 standart egri yardimiyla hesaplandi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Gen ekspresyonu seviyeleri, CFX Manager™ Software kullanilarak
Olciildii. Gen ifadesi esik dongilisiine (Ct) gore tanimlandi ve U6-2, 2—AACT
olarak hesaplanan RNA ifadesini normallestirmek i¢in dahili bir referans gorevi
goren bir referans gen olarak kullanildi. Katlama degisimi (fold-change), her test
ornegindeki normalize edilmis miRNA ekspresyonunun kontrol 6rnegindeki
normalize edilmis miRNA ekspresyonuna boliinmesiyle elde edildi. Hasta ve
kontrol gruplari se¢ildi ve miRNA'larin katlama degisimleri (2—AACt), AACt
yontemi ile hesaplandi (ACt = (Ct miRNA — Ct U6-2), AACt = ACt (hasta)-ACt
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(kontrol)). Katlama degisimi degerleri > 1 artmis (up-regiile), katlama degisimi
degerleri < 1 ise azalmis (down-regiile) olarak kabul edildi. Istatistiksel
analizler, Windows i¢in Statistical Package for the Social Sciences (SPSS),
Stirtim 26.0 (IBM SPSS Inc. Chicago, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. p <
0.05 degeri istatiksel olarak anlamli olarak kabul edildi. Her bir hasta grubunun
kontrol grubuyla karsilastirilmasi igin student's t-testi, siirekli ve kategorik

degiskenleri analiz etmek i¢in Levene’nin varyans homojenligi testi kullanilda.
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4. BULGULAR

Hastalardan alinan kan 6rnekleri (2 ml) EDTA’l tiiplerde toplandi. Kan
ornekleri Ocak 2021-Haziran 2024 arasinda FMF 6n tanisi ile klinigimize
basvuran ve rutin mutasyon analizi yapilan hastalardan alindi. Hasta grubunda
23 kadin ve 17 erkek vardi. Kontrol grubunda 24 kadin (%53,33) ve 21 erkek
(%46,67) vardi. Kontrol grubunda ortalama yas 31,38 + 13,94 idi. Tipik klinik

bulgular ates, karin agrisi, artrit/artralji ve karin agristyda.

Tablo 4.1. FMF hastalariin demografik ve karakteristik 6zellikleri.

Erkek, n (%) Kadin, n (%)
Cinsiyet 17 (42,5%) 23 (57,5%)
Ortalama Yas 24,25 + 18,64
Semptomlar, n (%)
Karm agrisi 7 (17,95%)
Ates 4 (10,25%)
Acrtrit/artralji 2 (5,13%)
Coklu semptomlar 26 (66,67%)
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FMF mutasyon analizi sonuglarina gore genotipleri belirlenen hastalar
arasindan M694V ve R761H homozigot varyant tasiyan 4 6rnek, bir heterozigot
varyant tagiyan 25 ornek ve bilesik heterozigot varyant tasiyan 11 6rnek secildi
(Tablo 4.1). FMF mutasyonu saptanmayan 45 saglikli birey kontrol grubu olarak
secildi. Calismaya alinan saglikli kontroller serebrovaskiiler hastalik,
kardiyovaskiiler hastalik, metabolik hastalik, gebelik veya emzirme doneminde
olmayan bireylerden olusuyordu. Calisma protokolii Balikesir Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Onay No 2024/99). Calismamiz
Helsinki Deklarasyonu ilkelerine uygun olarak gergeklestirildi.

Tablo 4.2. Hasta grubunda saptanan MEFV geni varyantlarinin
yiizdeleri.

Mutasyon Genotip n (%)
Homozigot genotip R761H/R761H 2 (5%)
M694V/M694V 2 (5%)
Heterozigot genotip M694V 10 (25%)
V726A 6 (15%)
R761H 2 (5%)
E148Q 2 (5%)
M6801/C 2 (5%)
L110P 2 (5%)
R202Q 1 (2,5%)
Birlesik genotip M694V, V726A 3 (7,5%)
E148Q, P369S 2 (5%)
R761H, M694V 2 (5%)
E148Q, V726A 1 (2,5%)
V726A, M680I/C 1 (2,5%)
E148Q, M6801/C 1 (2,5%)
M694V, M680I/A 1 (2,5%)
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FMF hastalarinda ve saglikli kontrollerde qRT-PCR ile dl¢iilen ve U6-2
seviyelerine gore normalize edilen hsa-miR-335-5p miRNA diizeylerinin
karsilastiritlmas1 sonucu FMF hastalarinda hsa-miR-335-5p ekspresyonunun

azaldig1 gozlendi. Student's t test istatistiginin degeri p<0.005 ile anlamlidur.

hsa-miR-335-5p

Rolatif ekspresyon

o o o Ly =

~ o)) 00 = N ~
*

o
N}

Kontrol hsa-miR-335-5p

Sekil 4.1. U6-2 seviyelerine gore normalize edilen hsa-miR-335-5p
mMIiRNA diizeylerinin karsilastirilmasi.

33



FMF hastalarinda ve saglikli kontrollerde qRT-PCR ile dl¢iilen ve U6-2
seviyelerine gére normalize edilen hsa-miR-26b-5p miRNA diizeylerinin
karsilastirilmasi sonucu FMF hastalarinda hsa-miR-26b-5p ekspresyonunun

azaldig1 gozlenmistir. Student's t test istatistiginin degeri p<0.005 ile anlamlidir.

hsa - miR - 26b-5p

Rolatif Ekpresyon

o o o = s

Y [e)} (o] = N B~
*

o
N

o

Kontrol hsa - miR - 26b-5p

Sekil 4.2. U6-2 seviyelerine gore normalize edilen hsa-miR- hsa-miR-
26b-5p miRNA diizeylerinin karsilastirilmasi.
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FMF hastalarinda ve saglikli kontrollerde qRT-PCR ile 6l¢iilen ve U6-2
seviyelerine gore normalize edilen miR-16-5p miRNA diizeylerinin
karsilagtirilmas1 sonucu FMF hastalarinda miR-16-5p ekspresyonunun arttig1

gbzlenmistir. Student's t test istatistiginin degeri p<0.005 ile anlamlidir.
hsa - miR - 16-5p

3,5

2,5

1,5

1
0

Kontrol hsa - miR - 16-5p

Rolatif Ekspresyon
N

Sekil 4.3. U6-2 seviyelerine gére normalize edilen hsa-miR-16-5p
miRNA diizeylerinin karsilastirilmasi.

Calisma bulgulari, FMF hastalarinda hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-26b-
5p miRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede azaldigini ve hsa-miR-

16-5p miRNA ekspresyon seviyesinin anlamli derecede arttigini géstermektedir.
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FMF hastalarinda ve saglikli kontrollerde ELISA ile dl¢iilen ve IL36-Ra
proteini diizeylerinin karsilastirilmasi sinucunda, FMF hastalarinda 1L36-Ra
proteini seviyesinin 303,73 ng/L ortalama deger ile, saglikli kontrol grubunun

227,03 ng/L ortalama degerine gore arttig1 saptanmistir.

IL36-Ra Proteini

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Protein seviyesi (ng/L)

kontrol hasta

Sekil 4.4. IL36-Ra proteini diizeylerinin karsilastirilmasi.

Calisma bulgulari, FMF hastalarinda hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-26b-
5p miRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede azaldigini ve hsa-miR-
16-5p miRNA ekspresyon seviyesinin anlamli derecede arttigini, IL-36Ra

protein seviyesinin anlamli derecede arttigin1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Literatiirde ¢esitli miRNA ekspresyonlar1 ile FMF hastalig1 arasinda
iliskiler gosterilmis olmasina ragmen hsa-miR-335-5p iliskisini gosteren bir
calisma heniiz mevcut degildi. Cocukluk ¢agindaki FMF hastalarinda hsa-miR-
26b-5p ve hsa-miR-16-5p ekspresyon seviyesini gésteren bir ¢alisma mevcuttu.
Calismamizda  hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p ve  hsa-miR-16-5p
ekspresyonu ile FMF hastalig1 arasindaki iligski incelenmistir. Calismamizda
hasta olmayan kontrol grubu ile FMF teshisi almis hasta grubu karsilastirilmistir.
Calisilan 3 miRNA tipinden hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-26b-5p miRNA
ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldigi ve hsa-miR-16-5p

ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttig1 bulunmustur.

Calismamizda, FMF hastalarinda miR-335-5p diizeylerinin saglikli
bireylere gore anlamli derecede azaldigi saptanmistir. miR-335-5p, c¢esitli
immiin hiicrelerde eksprese edilen ve inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde
rol oynayan bir miRNA olup, proinflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe ederek
inflamasyonu baskilayabilir (Zhu ve ark., 2014b). Bu nedenle, FMF hastalarinda
saptanan miR-335-5p diizeylerindeki azalma, inflamatuar yanitlarin artmasina
ve hastaligin siddetlenmesine katkida bulunabilir. Osteoartritli hastalardan elde
edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde yapilan bir caligmada,
osteojenik farklilagma sirasinda hsa-miR-335-5p'nin ekspresyonunun azaldigi
gozlemlenmistir. Bu azalma, mikroRNA'nin kemik homeostazi ve osteoartrit
patofizyolojisinde onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Tornero-
Esteban ve ark., 2015). Akut myeloid losemi hiicrelerinde yapilan bir
aragtirmada, hsa-miR-335-5p'nin  NFS1 genini hedef alarak GPX4
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ekspresyonunu azalttig1 ve bu yolla ferroptozis yolunu aktive ettigi bulunmustur.
Resveratrol tedavisinin, hsa-miR-335-5p ekspresyonunu artirarak AML

hiicrelerinde ferroptozisi tesvik ettigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2023).

Calismamizda, FMF hastalarinda hsa-miR-26b-5p diizeylerinin saglikli
bireylere gére anlamli derecede azaldig1 saptanmustir. Bu bulgu, literatiirdeki
mevcut ¢alismayla uyumludur ve miR-26b-5p'nin FMF patogenezinde 6nemli
bir rol oynayabilecegini disiindiirmektedir. Cocukluk c¢agindaki FMF
hastalarinin dolasimdaki hiicre dist miRNA profillerinin incelendigi bir
calismada apoptozla iligkili ¢esitli miRNA'larin ekspresyon diizeyleri
degerlendirilmis ve miR-26b-5p'nin ¢ocuk FMF hastalarinda anlamli derecede
azaldig1 bulunmustur. Bu azalma, FMF'nin patogenezinde apoptozla iliskili
mekanizmalarin rol oynayabilecegini disiindiirmektedir. miR-26b-5p'nin
inflamatuar yanitlarin diizenlenmesindeki rolii géz Oniine alindiginda, bu
mikroRNA'nin  ekspresyonundaki  azalma, FMF'nin semptomlarinin

siddetlenmesine katkida bulunabilir (Karpuzoglu ve ark., 2021).

Calismamizda, FMF hastalarinda hsa-miR-16-5p diizeylerinin saglikli
bireylere gore anlamli derecede arttigir saptanmistir. Bu bulgu, literatiirdeki
mevcut verilerle kismen ortiismekle birlikte, 6zellikle ¢ocuk FMF hastalari
izerinde yapilan bir c¢alismada hsa-miR-16-5p diizeylerinde azalma
bildirilmistir (Liu ve ark., 2023). S6z konusu ¢alismada, hsa-miR-16-5p basta
olmak tizere baz1 apoptoz iliskili mikroRNA'larin serum diizeylerinin anlaml
sekilde baskilandig1 ve bu durumun hastaligin erken donem patofizyolojisiyle
iligkili olabilecegi One sliriilmiistiir. Buna karsilik, literatiirdeki farkli
caligmalarda hsa-miR-16-5p'min inflamasyon ve apoptoz siire¢lerinde
diizenleyici role sahip oldugu acikca ortaya konmustur. Ozellikle hsa-miR-16-
5p, caspaz-3 ve caspaz-9 gibi apoptotik yolaktaki temel molekiillerin
ekspresyonunu arttirarak hiicresel apoptozu tetikleyebilmektedir (Zhao ve Wu,
2019; Zheng ve ark., 2017). Bu durum, FMF gibi otoinflamatuvar hastaliklarda,

inflamatuar hiicrelerin yasam stirelerini sinirlamak amaciyla aktive edilen
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potansiyel bir negatif geri bildirim mekanizmasmi diisiindiirmektedir. miR-
16'nin IKKB'yi hedef alarak NF-kB sinyal yolunu inhibe ettigi ve bu yolla IL-13
ile indiiklenen inflamatuvar yanit1 azalttigi gosterilmistir (Gao ve Yu, 2018). Bu
inhibisyon, IL-6, IL-1B ve GM-CSF gibi proinflamatuvar sitokinlerin
iiretiminde azalmaya yol agmistir. Baska bir ¢alisma, miR-16"nin NF-xB p65 alt
biriminin niikleer translokasyonunu inhibe ettigi ve bu yolla IL-6, IL-8 ve TNF-
a gibi proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini azalttig1 gosterilmistir (Khalife ve
ark., 2019). Bu bulgular, miR-16'nin inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu baglamda, FMF hastalarinda
gozlemlenen hsa-miR-16-5p artig1, inflamasyonun diizenlenmesine yo6nelik
kompansatuar bir mekanizma olarak degerlendirilebilir. Bu durum, 6zellikle
eriskin FMF hastalarinda hastalik siireci ilerledik¢e organizmanin inflamasyonu
sinirlandirmak ic¢in gelistirdigi molekiiler adaptasyonlar1 yansitiyor olabilir.
Calismamizda saptanan hsa-miR-16-5p artisi, FMF hastaliginda inflamatuvar
yiikii azaltmaya yonelik bir diizenleyici yanitin parcasi olabilir. Her ne kadar
cocuk hasta grubunda yapilan g¢alismada bu mikroRNA’nin baskilandigi
bildirilmistir. Buna karsin yas, hastalik evresi ve tedaviye yanit gibi faktorlerin
bu farkliliklar1 agiklamada Onemli rol oynayabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Bu nedenle, hsa-miR-16-5p'nin FMF patogenezindeki 6zgiil
roliinii netlestirmek amaciyla yas grubu ve klinik degiskenlere gore
detaylandirilmis izoform diizeyinde ileri arastirmalar yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

miRNA'larin genetik hastaliklarla iligkisi, son yillarda yogun arastirilan
bir konudur. Cesitli arastirmalar, miRNA'larin FMF'nin patogenezinde
diizenleyici roller oynayabilecegini  gostermektedir. MEFV  geninin
mutasyonlarmin, miRNA ekspresyon profillerinde degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir. Bu degisiklikler, inflamatuar yanitlarin kontroliinde 6nemli rol
oynayan miRNA'larin ekspresyonunda diizensizliklere yol agabilir (Denzler ve
ark., 2014). Ayrica, FMF hastalarinda miRNA'larin hedef alindig1 genlerin ve
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ilgili sinyal yollarmin incelenmesi, hastaligin patogenezinin daha 1iyi
anlagilmasim1 saglamistir. Bu calismalar, FMF'nin inflamasyon ve immiin
yanitlarla iligkili karmagik bir hastalik oldugunu ve miRNA'larin bu siireglerde
diizenleyici bir rol oynayabilecegini one siirmektedir (Sonmez ve ark., 2016).
FMF hastalarinda yapilan c¢alismalar, belirli miRNA'larin ekspresyon
diizeylerinde anlamli degisiklikler oldugunu géstermistir. Ornegin, miR-107 ve
miR-148b-3p'nin downregiile oldugu, miR-21-5p ve miR-144-3p'nin ise
upregiile oldugu bulunmustur. Bu miRNA'lar, inflamasyon ve bagisiklik
yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan genleri hedef alarak hastaligin
patogenezine katkida bulunabilirler (Amarilyo ve ark., 2018; Chaaban ve ark.,
2024). miRNA'larin stabil yapilar1 ve hastaliga 6zgii ekspresyon profilleri, onlari
biyobelirte¢ olarak kullanmak i¢in uygun adaylar haline getirmektedir. FMF
hastalarinda belirli miRNA'larin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler,
hastaligin tanisinda ve alt tiplerinin belirlenmesinde yardimci olabilir. Ozellikle,
miR-197-3p'min IL1R1 genini hedef alarak inflamasyonu modiile ettigi ve bu
ozelligiyle FMF tanisinda kullanilabilecegi onerilmektedir (Bildirici, 2023).
miRNA'larin FMF'deki rolleri lizerine yapilan arastirmalar, hastaligin daha iyi
anlasilmasina ve yeni tani1 yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.
Ayrica, miRNA'lar1 hedef alan tedavi stratejileri, FMF'nin yonetiminde yeni

yaklasimlar sunabilir.

Literatiirde su ana kadar FMF hastalarinda IL-36Ra diizeylerini
dogrudan Glgen spesifik bir calisma bulunmamaktadir. Ancak, IL-36Ra'nin
inflamasyonu diizenleyici rolii goz Oniline alindiginda, FMF'deki kronik
inflamatuar durumun IL-36Ra ekspresyonunu etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle, IL-36Ra'nin IL-36 aracili inflamasyonu inhibe etme
kapasitesi, FMF'deki inflamatuar yanitlarin siddeti ve stiresi iizerinde etkili
olabilir. Calismamizda, FMF hastalarinda IL-36Ra diizeylerinin saglikli
bireylere gore anlamli derecede arttigi saptanmustir. Bu bulgu, IL-36Ra'nin

inflamatuar yanit1 dengelemeye yonelik kompansatuar bir mekanizma olarak rol
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oynayabilecegini diisiindiirmektedir. FMF, IL-1 ailesine ait sitokinlerin diizensiz
iretimiyle karakterize edilen otoinflamatuar bir hastaliktir. Bu sitokinler
arasinda IL-36 ailesi (IL-360, IL-36B, IL-36y) proinflamatuar etkiler
gosterirken, 1L-36Ra bu etkileri antagonize eder. IL-36Ra, IL-36 reseptoriine
baglanarak IL-1RACP'nin (IL-1 reseptor aksesuar proteini) baglanmasini
engeller ve boylece sinyal iletimini durdurur. IL-36Ra, IL-1 siiper ailesine ait
bir sitokin olup, IL-36R'ye baglanarak IL-36a, IL-36f ve IL-36y gibi
proinflamatuar agonistlerin etkisini inhibe eder. Bu antagonistik etki,
inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. FMF, MEFV
genindeki mutasyonlar sonucu pyrin inflammasomunun asir1 aktivasyonu ile
karakterize edilen otoinflamatuar bir hastaliktir. Bu durum, IL-1p, IL-6, IL-18
gibi proinflamatuar sitokinlerin artigina yol agar (Malcova ve ark., 2021). IL-
36Ra'min artmis diizeyleri, bu asir1 inflamatuar yaniti dengelemeye yonelik bir
kompansatuar mekanizma olarak degerlendirilebilir. Bu bulgular, IL-36Ra'nin
FMF patogenezindeki potansiyel roliinii ve inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesindeki 6nemini vurgulamaktadir. Gelecekte yapilacak caligsmalar,
IL-36Ra'nin FMF'deki spesifik etkilerini ve terapotik potansiyelini daha ayrintili

olarak ortaya koyabilir.
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6. SONUC

Bu caligmada, otoinflamatuar hastaliklar grubunun prototipi olarak kabul
edilen Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) hastaligimin molekiiler patogenezine 1s1k
tutabilecek mikroRNA (miRNA) profilleri ve bu hastalikta inflamasyon
diizenleyicisi olarak rol alabilecek IL-36Ra diizeyleri detayli sekilde
incelenmistir. FMF hastalarinda, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-26b-5p ve hsa-miR-
16-5p ekspresyon seviyeleri ile IL-36Ra diizeylerinin saglikli kontrollerle
karsilastirilmast sonucunda, hastaligin inflamatuar dinamiklerine dair énemli

bulgular elde edilmistir.

Calismamizda ilk kez FMF hastalarinda  hsa-miR-335-5p
ekspresyonunun anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir. miR-335-5p'nin immiin
hiicrelerde ifade edilen, proinflamatuar sitokin {iretimini baskilayarak
inflamasyonu sinirlayan bir mikroRNA oldugu goz oniline alindiginda, bu
molekiiliin diizeylerindeki azalma, FMF hastalarinda inflamatuar yanitlarin
artisina katkida bulunabilir. Ayni1 zamanda osteojenik farklilasma ve ferroptozis
gibi hiicresel siire¢lerde de rol oynayan miR-335-5p'nin FMF'deki azalmis
diizeyi, hastaligin kronik inflamatuar dogasini yansitan epigenetik bir
diizensizlik olarak yorumlanabilir. Bu bulgu, hem hastalik patofizyolojisinin
anlagilmasinda hem de potansiyel tanisal biyobelirteclerin gelistirilmesinde

Onemli bir adimdir.
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Benzer sekilde, hsa-miR-26b-5p diizeyinin de FMF hastalarinda anlamli
sekilde azaldig1 tespit edilmistir. Literatiirde cocuk FMF hastalarinda da benzer
yonde rapor edilen bu azalma, oOzellikle apoptoz ve inflamasyon iliskili
molekiiler yolaklarin diizenlenmesinde rol oynayan bu miRNA'nin FMF
patogenezinde merkezi bir rol oynayabilecegini gostermektedir. miR-26b-5p'nin
inflamatuar yanitlar1 baskilayici etkileri ve hiicresel stres yanitlarinda
dengeleyici rolii goz Oniine alindiginda, bu molekiiliin diizeylerindeki azalma,

hastaligin semptomatolojisinin siddetlenmesine neden olabilir.

Ote yandan, hsa-miR-16-5p diizeylerinde FMF hastalarinda anlamli bir
artis gozlemlenmistir. Bu bulgu, cocuk hastalar {izerinde yapilan bazi
calismalarda bildirilen baskilanmanin aksine, oOzellikle eriskin hastalarda
inflamasyonun kontrol altina alinmasina yonelik gelisen kompansatuar adaptif
mekanizmalar1 yansitabilecegi diisliniilmektedir. miR-16-5p'nin  apoptozu
tetikleyici etkileri ve inflamatuar sinyal yollarini inhibe edici 6zellikleri, bu
molekiiliin inflamasyonun diizenlenmesinde negatif geri bildirim mekanizmasi
olarak gdrev yapabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle NF-xB yolunun
baskilanmasi yoluyla IL-6, IL-1B, TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin
tiretiminin azaltilmasi, FMF’deki miR-16-5p artisinin biyolojik bir yanit olarak

gelistigini destekler niteliktedir.

Calismamizda ayrica IL-36Ra diizeylerinin FMF hastalarinda saglikli
bireylere kiyasla anlamli sekilde arttigi saptanmustir. Literatirde FMF
hastalarinda IL-36Ra diizeylerini dogrudan oOlgen spesifik calismalar
bulunmamakla birlikte, elde ettigimiz bu sonug, IL-1 siiper ailesine ait
antagonist bir sitokin olan IL-36Ra'nin inflamasyonu sinirlandirmaya yonelik
fizyolojik bir yanit olarak devreye girdigini gostermektedir. IL-360a, B ve y'nin
proinflamatuar etkilerini bloke eden IL-36Ra, FMF'deki kronik inflamatuar
durumu dengelemeye calisan bir molekiiller tampon mekanizma olarak

degerlendirilebilir. Bu artig, pyrin inflammasomunun asir1 aktivasyonu ile
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karakterize edilen FMF patogenezinde, inflamatuar dengenin saglanmasina

yonelik endojen bir savunma mekanizmasini temsil edebilir.

Bu bulgularin birlikte degerlendirilmesi, FMF'nin sadece MEFV gen
mutasyonlariyla agiklanamayacak kadar karmagik bir molekiiler temele sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. miRNA'lar gibi epigenetik diizenleyicilerin, gen
ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde kontrol ederek inflamatuar
siirecleri Onemli Olclide etkileyebilecegi anlasilmaktadir. Bu ¢alismada
incelenen miRNA'lar ve IL-36Ra'nin FMF patogenezinde karsilikli iligkili
olabilecek mekanizmalarla hareket ettikleri ve bu baglamda hem tanisal hem de

terapotik potansiyel tasidiklar: 6ne siiriilmektedir.

Calismamizin sinirliliklar1 arasinda hasta sayisinin sinirli olusu ve
kohortun yas grubu ile hastalik evresine gore detaylandirilmamis olmasi
sayilabilir. Ayrica, miRNA diizeylerinin yalmzca periferik kan drneklerinden
degerlendirilmis olmasi, dokuya 0zgii ekspresyon farkliliklariin goz ardi
edilmesine neden olabilir. Bu baglamda, gelecekte yapilacak daha genis
orneklemli ve izoform diizeyinde yapilacak fonksiyonel ¢aligmalar, FMF’de
miRNA'larin ve IL-36Ra’nin patofizyolojik rollerini daha ayrintili sekilde

ortaya koyacaktir.

Sonug olarak, bu ¢alisma FMF hastalarinda hsa-miR-335-5p, hsa-miR-
26b-5p ve hsa-miR-16-5p gibi miRNA'larin ekspresyon diizeylerinde anlamli
degisiklikler oldugunu ve IL-36Ra diizeyinin hastalikla iligkili inflamatuar yiikii
dengelemeye yonelik arttigini gostermistir. Bu molekiiller, FMF’ nin tanisinda,
alt tiplerinin belirlenmesinde ve tedaviye yanitin izlenmesinde potansiyel
biyobelirtegler olarak degerlendirilebilir. Ayn1 zamanda, miRNA'lara veya IL-
36Ra'ya yonelik gelistirilecek hedefe yonelik tedavi stratejileri, FMF

yonetiminde daha etkili ve bireysellestirilmis yaklagimlarin 6niinii agabilir.
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