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OZET
HEREDITER OTOINFLAMATUAR HASTALIKLARDA ASC GEN
MUTASYONLARININ VE mRNA EKSPRESYONUNUN
SAPTANMASI

Nalbantoglu, Sinem Melek
Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Bahattin Tanyolag
Temmuz 2010, 70 sayfa

Bu calismada, herediter otoinflamatuar hastaliklarda bir prototip olan
Ailesel Akdeniz Atesi (FMF: Familial Mediterrenean Fever: OMIM249100)
hastalifinda ortaya ¢ikan farkli fenotiplerin olusumunda intraseliiler adaptor
protein olarak bilinen ASC (apopthosis-associated speck like protein with a
CARD) molekiiliiniin rolii arastirilmistir. 165 bireyden olusan ¢alisma
grubumuzda, MEFV ve PYCARD (ASC) geni mutasyon analizleri ve “’PYCARD”’
mRNA gen ekspresyonu kantitasyonu gerceklestirilmistir. MEFV geni mutasyon
analizinde; 2, 3, 5 ve 10. ekson mutasyonlarindan homozigot, heterozigot, bilesik
heterozigot ve MEFV geninde major mutasyon saptanmayan klinik olarak stipheli
FMF gruptan olusan hasta alt gruplar1 olusturulmustur. ASC geninin tiim kodlayan
eksonlarin1 igeren mutasyon analizinde hi¢ bir hastada nukleotit degisimi
saptanmanmustir. ASC geni mRNA ekspresyonu kantitasyonunda, saglikli
kontrollere relatif olarak FMF hastalarinda istatistiki anlamli (p<0,004)
ekspresyon artig1 goriilmiistiir.

Bu verilere gore, calisma grubunu olusturan Tiirk FMF hastalarinda ASC
geni mutasyona ugramayarak, evollisyoner siiregte hiicre i¢cinde merkezi ve
adaptor nitelige sahip korunmus bir protein oldugunu gostermistir. ASC geni
FMF hastalar1 otoinflamasyonunda onemli bir yere sahiptir ve sorumlu MEFV
genine modifikator olarak; hastaligin ortaya ¢ikisi, klinik seyir ve 6zellikle major
mutasyonu bulunmayan hastalarda fenotipik 6zelliklerin olusumunda rolii oldugu

diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Herediter Otoinflamatuar Hastaliklar, Ailesel Akdeniz Atesi
(FMF), MEFV, ASC (PY-CARD), Pyrin.
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ABSTRACT
DETERMINATION OF ASC GENE MUTATIONS AND mRNA
EXPRESSIONS IN HEREDITARY AUTOINFLAMMATORY
DISORDERS

Nalbantoglu, Sinem Melek
PhD in Bioengineering Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahattin TANYOLAC
July 2010, 70 pages
In this study, the role of ASC (apopthosis-associated speck like protein
with a CARD) gene in processing the different phenotypes during the
pathogenesis of Familial Mediterranean Fever which is a prototype in hereditary
auto-inflammatory diseases was analyzed. In the study group consisting of 165
patients, mutation analysis of MEFV and PYCARD (ASC) genes and gene
expression quantitaion of PYCARD (ASC) gene were performed. In the mutation
analysis of MEFV gene, patient subgroups were constituted involving
homozygous, heterozygous, compound heterozygous and suspicious cases with
synonimous and non-synonimous sequence changes relative to mutations taken
part in exons 2, 3, 5 and10. We didn’t found any sequence change in the whole
coding exons of ASC gene in 165 individuals. In gene expression quantitation,
sytatistically significant ASC gene expression fold increases (p<0,004) were seen

relative to healthy controls.

Our results pointed out the evolutionary role of ASC gene which seems to
be conserved since neither mutation nor polymorphisms were foumd within exons
of this gene. ASC gene has significant modificator role relative to MEFV gene in
FMF patients, and suggesting a role in occurring of the disease, prognosis and

phenotypic characterization in particularly for the no-major-mutation group.

Keywords: Hereditary Auto-inflammatory Diseases, Familial Mediterranean

Fever (FMF), MEFV, ASC (PY-CARD), Pyrin.
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1. GIRiS

Herediter otoinflamatuar hastaliklar, herhangi bir patojen uyarisi
olmaksizin ortaya ¢ikan inflamatuar olaylar sonucu, yineleyen yangisal ataklar ile
belirginlesen bir grup hastaliklar toplamidir. Otoinflamatuar hastaliklarin temel
komponenti; abdomen, muskuloskeletal sistem ve deriyi iceren fokal organ klinik
inflamasyonunun aralikli ndbetlerle karakterize edilen herediter periyodik atesler
grubudur. Bilinmeyen bir uyari tarafindan ve herhangi otoimmiin isaret olmadan
tetiklenen periyodik inflamasyon, bu bozukluklarin siirmekte olan anahtar 6zelligi
iken; ates her zaman mevcut olmayabilmektedir. Hayat boyu devam eden tekrarl
inflamatuar ataklarin disinda, bu sendromlarin, hastada baslangi¢ yasi, ataklarin
stirekliligi, eslik eden semptomlar, prognoz ve etnik kdken gibi ayiric1 6zellikleri

vardir (Hoffman, 2007; Grateau, 2006).

Bu hastaliklar, adaptif immiin yanit bozukluluguna ait herhangi bir kanit
olmadan dogal immiin yanitin primer disfonksiyonu ile olugmaktadir. Dogal
immiin sistem anomalileri, lipopolisakkarit ve peptidoglikan gibi patojenler ile
iligkili molekiiler diizenlenmelere (PAMPs) verilen anormal, sapmis cevaplar ile
kan ve dokularda goze carpan ciddi nétrofili ve inflamatuar sitokin veya onlarin
reseptorlerinin (IL-1B, TNF-a) disregililasyonunu igermektedir (Galeazzi et al.,

2006).

Bu bozukluklarin molekiiler temelinin aydinlatilmasi, sistemik ve doku
inflamasyonunun hastalik patofizyolojisinin artan bir kavrayis ile anlagilmasi ve
ayni zamanda yeni, patolojik olmayan dogal immiin mekanizmalarin ortaya
cikisin1  saglayacaktir. Ailesel Akdeniz Atesi, herediter otoinflamatuar
hastaliklarda bir prototiptir. Bu ¢alismada, Ailesel Akdeniz Atesi (FMF: Familial
Mediterrenean Fever: OMIM249100) hastaliginda ortaya c¢ikan cok farkl
fenotiplerin olusumunda intraseliiler adaptér protein olarak bilinen ASC
(apopthosis-associated speck like protein with a CARD) molekiiliiniin rolii

arastirilmustir.

Sonug olarak, bu ¢alismada MEFV ve ASC mutasyonlarinin Pyrin-ASC

etkilesimini degistirmesi ile FMF hastaliginda farkli fenotipleri agiklamak ve gen



ekspresyonu mekanizmasimma agiklik getirebilmek; ASC proteini mRNA
ekspresyonunun bu etkilesimde nasil rol aldigim1 ortaya koymak amaglanmistir.
Bu calisma ile erisilmek istenen sonug, otoinflamatuar hastaliklar i¢in bir prototip
olusturan FMF hastaliginda sorumlu bulunan MEFV geni yani sira PYCARD gen
mutasyonlarinin ~ gosterilmesi, PYCARD geni mRNA ekspresyonlarinin
saptanmast ve bunlarin MEFV gen mutasyonlar1 ile korelasyonlarinin
gosterilmesi, tedaviye yanitin farkliliginin nedenlerinin agiklanabilmesi, siipheli
FMF hastas1 olarak gen analizi yapilan ve mutasyon saptanmayan hastalarda
patogenezin anlasilmast ve diinya literatiirine yeni bir katki saglanmasi

amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Herediter Periyodik Atesler

Monogenik otoinflamatuar sendromlarin spektrumu, hastaligin altinda
yatan genetik mekanizmalarinin anlasilmasi ve hedef tedavilerin kullanilmasi,
eksojen ve endojen tehlike sinyallerinin ve bu uyariya verilen inflamatuar cevabin
taninmasi ile basarilacaktir. Mendeliyan tipi kalitim kalibina sahip bu inflamatuar
hastaliklarin altinda yatan genetik bozukluklar, her bir tip i¢in spesifik bulunmus
mutasyonlar olup, dogal immiinitede yer alan gesitli proteinleri icermektedir.

Herediter periyodik otoinflamatuar sendromlar;

1. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF, MIM.249100)

2. Tiimér Nekroz Faktorii Reseptorii ile Iliskili Periyodik Sendrom (TRAPS,
MIM.142680)

3. Hiper immiinglobiilin D Sendromu (HIDS, MIM.260920)

4. Periyodik ates, aftéz stomatit, farenjit, servikal adenit sendromu (PFAPA
sendromu veya Marshall’s Sendromu, MIM154780)

5. Pyogenik Steril Artrit, Pyoderma Gangrenosum, akne (PAPA,

MIM.604416)

Blau Sendromu (MIM186580)

Ailevi Soguk Otoinflamatuar Sendrom (FCAS, MIM.120100)

Muckle-Wells Sendromu (MWS, MIM.191900)

Yenidogan Baslangich Multisistem Inflamatuar Hastallk (NOMID,

MIM.607115) veya Kronik Infantil Nérolojik Kutandz ve Artikiiler

Sendrom (CINCA)

S ® A&

INFEVERS veritabani, 2002 yilinda kurulmus ve arastiricilar igin,
periyodik ates sendromlar: ile iliskilendirilen tiim sekans varyantlar1 hakkinda
merkezi bilgi kaynagina giris sunmaktadir. Sitenin giincel versiyonu ‘ISSAID’, 8
geni icermektedir. Mevcut 6 gen; MEFV, MVK, TNFRSF1A, NLRP3, NOD2,
PSTPIP1 olmakla birlikte yeni eklenen 2 gen; LPIN2 ve NLRP7°dir. INFEVERS
‘ISSAID’ veritaban1 (sekil 2.1), iligkili genler dahilinde 540 sekans varyantinin



iizerinde igerige sahiptir (Milhavet ve ark., 2008). Tiirk FMF hastalarda saptanan
9 adet MEFV gen mutasyonu INFEVERS’e kayit edilerek Tirk ve diinya

literatiirine kazandirilmistir.

Current number (773) of sequence variants in the database

O Aszsociated phenotupe = HO
O Aszsociated phenotupe = Unknown
M Azsociated phenotupe = YES

NLRP3 (CAPS)
MEFV (FMF)
NLRP12 (NAPS12) =
MVK (MKD)

IRNEE 185

TNFRSF1A (TRAPS)
LPIN2 (Majeed Syndrome)
PSTPIP1 (PAPA) [

NOD2 (CD/BS/EOS)

NLRP7 (RMHs) T 144

Sekil 2.1. Touitou, I. INEFEVERS veri tabaninda yer alan otoinflamatuar hastaliklar ve
simdiye kadar  bulunan sekans varyantlari (Internet Fevers;

http://fmf.igh.cnrs.fi/ISSAID/infevers).

Bu hastaliklarda gosterilen genlerin kodladiklar1 protein iirtinleri, dogal
immiinite ve apoptozda yer alan belli bolgeleri paylasirlar. Periyodik
otoinflamatuar sendromlar, apoptoz veya NF-kB sinyalizasyon yolaklar1 i¢in
gerekli olan protein-protein interaksiyonlarinda yer alan bir 6liim domaini, 6liim
efektor domaini ve/veya CARD igeren molekiillerdeki mutasyonlar ile olusur.
Bunlar; TRAPS’ta TNF reseptor Tipl (TNFRSF1A), FMF’te Pyrin, CINCA’da
Cryopyrin ve Blau Sendromda NOD2/CARD15 NACHT domainidir.

2.2. Periyodik Ateslerden FMF’de Genel Tarihge

Mendelyan kalitim kalibina sahip olarak FMF’den sonra 1999 yilinda
tanimlanmis olan bu grup hastaliklarin en Onemli o6zelliklerini akut ve
genellestirilmis kisa ataklar halindeki serozal, sinoviyal ve kutan6z inflamasyon

ile karakterize abdominal agr1 ve ates semptomlart olusturmaktadir (Kasapgopur



ve Arisoy, 2006). Ilgili geni ilk tanimlanan, yaygin olarak en sik goriilen ve en
uzun zamandir bilinen herediter periyodik ates sendromu veya herediter
otoinflamatuar hastalik Ailesel Akdeniz Atesi (FMF; AAA)’dir. FMF, kalitsal
otoinflamatuar bozukluklarda bir prototiptir (The French FMF Cons., 1997; The
Int FMF Cons., 1997; Stojanov and Kastner, 2005).

Ailesel Akdeniz Atesi’nin diinya ve Tiirkiye’deki tarihg¢esine bakildiginda,
binlerce yildir Anadolu, Kafkaslar ve Ortadogu’da var olmasina karsin 1945
yilina kadar tanimlanamamustir. Etnik tercih gozlenen FMF’de siklikla Tiirkler,
Yahudiler, Ermeniler ve Araplar etkilenmektedir. Ancak son doénem de kurucu
etki varliginda hastalik Avrupa ve Japonya’da da gozlenmistir (Yoshida et al.,
2003).

AAA’nm klinik bulgular1 ya da benzer tipik semptomlarla ilk kez 1908
yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan tekrarlayan ates, karin agris1 ve
l6kositozu olan 16 yasindaki bir ¢ocugun bildirilmesi ile karsilasildigi kabul
edilmektedir. 1945 yilinda Siegal tarafindan kendisinde ve 10 Askenazi
Yahudisi’nde benzer sikayetlerin olmasi {izerine, bu olgular tartisilmig ve ‘benign
paroksismal peritonit’ adi ile ayr1 bir klinik tablo olarak tanimlanmis ve
yaymlanmigtir. Sonralart ise Sohar ve Heller’in ¢aligmalari ile hastaligin pek ¢ok
ileri yonii ortaya konmustur (Siegal et al., 1945; Dewalle et al., 1998). Hastalik
1946 yilindan baslayarak tibbi literatiire girmis, 1950’ lerde AA tipi (“sekonder”)
amiloidoza yol actig1 anlasilmis, Mamau ve Kattan tarafindan 1951°de genetik
gecisi ve amiloidozla iligkisi gosterilmigtir. 1992 yilinda Pras ve ark., Ailevi
Akdeniz Atesi’ne yol agan genin 16. kromozomun kisa kolunda oldugunu
saptamiglardir. 1997 yilinda Uluslar arasi AAA grubu ve Fransiz AAA grubu
adinda iki bagimsiz grup, 16p13.3’de yerlesik olan bu genin pozisyonel klonlama
teknigi ile molekiiler dizisini ve bu gen tarafindan kodlanan proteinin
(pyrin/marenostrin) (The International FMF Consortium, 1997; French FMF
Consortium, 1997) eszamanli olarak kesfiyle daha da ilgi ¢geken bir hastalik haline
gelmistir (sekil 2.2).
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Sekil 2.2. 16. koromozom MEFV gen lokasyonu ve pyrin proteini domainleri

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Apoptosisde rol alan 6liim domainlerine pyrin proteinindeki yapisal
benzerliklerin saptanmasi sonucu, kimi yonlerden AAA’ya benzer sekilde
yineleyen inflamasyonlarla seyreden bazi hastaliklarla birlikte “otoinflamatuar
hastaliklar” grubuna katilmistir (Erken, 2006). Hastalik i¢in ge¢miste ‘periyodik
ates’, ‘periyodik hastalik’, ‘benign paroksismal peritonit’, ‘periyodik peritonit’,
‘familial paroksismal poliserdzit’ isimleri kullanilmis olsa da giiniimiizde ‘Ailevi
Akdeniz  Atesi (Familial Mediterrenean Fever) ismi kullanilmaktadir
(Doganavsargil vd., 2003). Hastaligin epidemiyolojik incelemelerinde Yahudiler,
Ermeniler, Araplar ve Tiirkler gibi Akdeniz orijinli populasyonlarda yaygin olarak
goriilen bir herediter otoinflamatuar hastalik oldugu i¢cin bu ismi aldigi

anlasilmistir (Heller et al., 1958; Touitou, 2001).

2500 yillik ge¢misi olan hastaligin diinya genelinde yaklagik 150.000
kisiyi etkiledigi diisiiniilmektedir (Haghighat et al., 2006). T.C. Saghk Bakanlig1
verilerine gore, diinyadaki 150 000 ailevi Akdeniz Atesi hastasinin agirlikli olarak
Sivas merkez olmak iizere 60 000 kadar:1 Tiirkiye’de bulunmaktadir. Yunanistan,

Italya, Ispanya, Liibnan, Japonya ve Avusturya’da da hastalik mevcuttur. Portekiz,



Cin, Afganistan, Misir ve Macaristan kokenli olgu bildirimleri de goriilmiistiir

(Yoshida et al., 2003).

2.3. Genel Molekiiler Mekanizma

2.3.1. Patogenez Ve Patofizyoloji

Tiirkiye’de hastalik prevalansi 1:1075°tir (Yilmaz vd., 2001). Tiirkler’de
tagiyicilik frekansi 1:5 olarak bildirilmistir. Vakalar iilke genelinde yayginsa da
son caligmalar Dogu ve Kuzey Anadolu kokenli hastalarin daha ¢ok oldugunu

bildirmektedir (Tunca vd., 2005).

MEFV geni 10 ekson ve 9 intron iceren cDNA’st 3505 niikleotid
uzunlugunda, 781 aminoasitlik bir proteini kodladigi belirlenmistir (Touitou,
2001). MEFV geninin kodladig1 bu proteine Uluslar aras1t AAA Grubu Yunanca
ates anlamina gelen “’pyrin’’, Fransiz AAA Grubu ise Latince Akdeniz anlamina
gelen “’Marenostrin’’ adini1 vermislerdir. Shohat ve arkadaslar tarafindan 1999
yilinda yapilan bir caligmada, bu proteinin sistemik lupus ve Sjogren
sendromunda goériilen otoantijenik bir riboniikleoproteini de igeren iki
antiinflamatuar protein ile analog oldugunun saptanmasiyla, proteinin Ro-Ret
niikleer faktorler protein ailesinin bir liyesi oldugu bildirilmistir (The Int. FMF
Cons., 1997; French FMF Cons., 1997).

AAA hastaliginda fenotip ile genotip arasindaki iliski farkli etnik
gruplarda farklilik gdstermekte ve ¢ok tartismali yorumlar icermektedir. AAA
hastaliginda, kompleks alleller, modifiye edici lokuslar, genetik heterojenite ve
olas1 epigenetik faktorler dolayisiyla fenotip ile genotip arasinda kesin bir iliski
kurulamamistir. MEFV disindaki genler lokus heterojenitesi sunarak FMF’e

benzer klinik goériiniimden sorumlu olabilirler (Touitou, 2001).

FMF’te gozlenen klinik heterojenite, kismen de genetik heterojeniteye
dayanmaktadir. Hastaligin siddeti hasta genotipinde var olan mutant allel

kombinasyonuna temel olarak bagimlidir. Gen i¢i veya disindaki ek alleller kronik



komplikasyonlar1 arttirarak veya engelleyerek fenotipin ileri modifikasyonlarini
saglamaktadir. Genin mutasyonel sicak noktalari i¢inde lokalize olmus iki
mutasyonu iceren genotipler ciddi fenotipler ile iliskilendirilirken; hafif seyreden
fenotipler, E148Q gibi en hafif ve en az penetrant olan diger baz1 mutasyonlar ile
iliskilendirilmektedir. Yapilmis olan deneysel ve klinik ¢alismalardan anlasildigi
tizere, ekson 10’da 680 ve 694 kodonlar arasindaki kiiclik bolgede ortaya ¢ikan
mutasyonlar yiliksek penetrans ve FMF olusum ve prezentasyonu {izerinde ciddi
etkiye sahip iken, V726A, P369S or E148Q genotipleri diisiik penetrans ve diisiik
amiloidoz riski ile iliskilendirilmektedir (sekil 2.3). Birgok grup, M694V
mutasyonunun hastaliin daha ciddi formu ile iligkili ve homozigot formda
M694V mutasyonu tastyan hastalarin amiloid gelistirme risklerinin yiiksek
oldugunu ileri siirmektedir. E148Q ve V726A mutasyonlarinin diisiik penetransl
ve amiloidoz gelistirme riskinin diisiik oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bazi
aragtiricilar, V726A/M6801, M6941/M6941 ve V726A/V726A gibi mutasyonlara
sahip hastalarda da amiloid gelistigini rapor etmislerdir. E148Q mutasyonu,
hastaliga yol agict bir mutasyondan ziyade bir sekans varyantt olarak
diistiniilmiistiir. Bu mutasyon, hasta fenotipini bazi tanimlanmamis genetik ve
epigenetik kosullar altinda etkileyebilecegi i¢in fonksiyonel bir polimorfizm

olarak tasarlanmistir (Ben-Chetrit et al., 2000).
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Sekil 2.3 MEFV eksonlar1 ve sik gdzlenen mutasyonlar (Touitou, I. Internet Fevers;

http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers).

Pyrin proteininin AAA hastaligindaki fonksiyonu ¢aligmalar1 halen devam
etmekle beraber inflamasyonda direkt veya indirekt bir “’down regiilator’” gorevi
ve bir transkripsiyon faktorii olarak proinflamatuar faktorleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu aktive ederek islev goOsterdigi diisiiniilmektedir. Pyrinin
intraselliiler ortamda PYD domaini igeren komsu proteinlerle 6zellikle de ASC
proteini ile (apoptosis-associated speck-like protein-PYCARD) iliskili
fonksiyonunun anlasilmasiyla sadece AAA patogenezi degil ayn1 zamanda genel

inflamasyon olusum mekanizmasina agiklik getirecektir (sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Pyrin proteininin etki ettigi hastalik patogenezi temel molekiiler yolagi.

( Church LD et al, 2007).

2.4. Inflamazom Kompleksi

ASC geni, 16p12-p11.2 kromozom bélgesinde haritalanmistir. Bu gen i¢in,
farkli izoformlar1 kodlayan 2 transkript varyantt bulunmustur (Masumoto et al.,
1999). ASC geni, iki protein-protein etkilesim bolgesinden olusan 195
aminoasitlik bir adaptor proteini kodlar: bir N terminal PYRIN domaini ve bir C
terminal kaspaz harekete gegirme domaini CARD’dir. Gumucio ve arkadaslari
tarafindan 2002 yilinda ASC, ilk olarak apoptotik hiicrelerde ‘speck’ seklinde
ifade edilen agregatlarin olusumuna sebep olan protein olarak tanimlanmigtir
(sekil 2.5). “’Speck’ olusturan hiicrelerin %100’ apoptotik programi
tamamlamaktadir. PYD ve CARD domainleri, kaspaz aktivasyonu ile inflamatuar
ve apoptotik sinyalizasyon yolaklarindaki biiyiik sinyal komplekslerini yoneten 6o

helix bagli 6liim domaini kivrimu siiper ailesinin iiyeleridir. Normal hiicrelerde, bu



11

protein sitoplazmaya lokalizedir; ancak apoptoza giden hiicrelerde, cekirdege
yakin bolgelerde kendi {izerine asosiasyonu ile olusturdugu “’speck’’ olarak ifade
edilen biiylik sitozolik agregatlar halindedir (Schaner et al., 2005; Peynircioglu,
2006).

! ] il 1 fi H fil fi

vy, S ————————

pflies (P DN aperfanlly ) | (D speraily }

Sekil 2.5. ASC proteini domainleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

2000 yilinda Centola ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
ASC’nin PyD domaini sayesinde, diger PyD igeren proteinlerle protein-protein
etkilesimine katildigi gosterilmisti. CARD domaini ise ASC’nin, fonksiyonel
aktivitesinde 6nemli oldugu bilinen domainidir. Gumucio ve arkadaslari, ASC’nin
tic 6onemli hiicresel islemde; apoptoz, IL-1f’nin islenmesi ve salgilanmasi ile
iligkili prokaspaz-1’in olusturulmast ve aktivasyonu, inflamatuar cevabin
baslamast ve yayilmasinda gorevli bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB
aktivasyonunda rol oynadigini gostermistir (sekil 2.6). inflamazom caligmalarinda
hiicresiz sistemde endojen seviyede ASC’nin uzaklastirilmas1 sonucunda kaspaz-1
ve kaspaz-5 aktivasyonunun durmasi ile apoptoz engellenmistir (Martinon et al.,

2002).
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Sekil 2.6: Genel inflamazom Kompleksi. Patojen enfeksiyonuna cevap olarak PAMP’larin
proteinlerin LRR ve B30.2 domainleri ile taninmasi ardindan ASC ve prokaspazl
oligomerizasyonu gerceklestirilir. Inflamasyon uyaram (bakteriyal LPS, vs.) ile
inflamazomlar, CARD domaini vasitas: ile iki molekiil pro-kaspaz-1’i (IL-1B-
dontstiiriicii enzim) bir araya getirerek otokatalizine ve ardindan kaspaz-1’in aktif
katalitik P10 ve P20 bolgelerinin saliverilmesine yol agarlar. Aktif kaspaz-1, pro-IL-
I1B’dan IL-1B yapimini saglar ve salgilanan IL-1ve apoptozu inhibe eden diger
sitokinlerin olusumuna yol agan kaskadin indiiksiyonu sonucunda, bu sitokinlerin
enfekte hiicreden serbestlesip kendi reseptorlerine baglanmasiyla inflamasyon

baglamaktadir (Yu J-W et al., 2006).

Hizli dogal immiin cevabi arttirmak icin, ASC; bircok patojene ve
genotoksik strese karst dogal immiin cevabin olugmasini saglayan TLR-2 ve 4
bagimli sinyalizasyon yolagi ile diizenlendigi gosterilmistir (Masumoto et al.,

2006; Turul ve Ersoy, 2004).

ASC’nin  “’inflamazom’  denilen makromolekiiler komplekslerde
toplandig1 gdsterilmistir. Inflamazom kompleksinde yer alan proteinler temel
olarak NLR (mammalian nucleotide-binding oligomerization domain; NOD-like

receptor, NLR) protein ailesine aittirler (sekil 2.7). inflamasyon icin bir uyarict
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oldugunda, inflamazomlar, CARD domaini vasitasi ile iki molekiil pro-kaspaz-1’1

(IL-1B-doniistiiriicii enzim) bir araya getirerek otokatalizine ve ardindan kaspaz-

I’in aktif katalitik P10 ve P20 bolgelerinin saliverilmesine yol acgarlar. Aktif

kaspaz-1, pro-IL-1B’dan IL-1B yapimini saglar ve salgilanan IL-1ve apoptozu

inhibe eden diger sitokinlerin olusumuna yol agan kaskadin indiiksiyonu

sonucunda, bu sitokinlerin kendi reseptorlerine baglanmasiyla inflamasyon

baglamaktadir (sekil 2.8; 2.9). Ancak pyrin, ASC pyrin domaini ile interaksiyon

yaparsa, ASC- prokaspaz ile interaksiyona giremez.
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Sekil. 2.7. NLR protein ailesi domain yapist (Sutterwala et al., 2007).

Boylece IL-1PB firetimi inhibe edilir ve normal apoptoza izin verilir.

Mutasyon dolayistyla FMF hastalar1 pyrin kodlayan defektif gene sahip oldugu

i¢in pyrin, ASC ile ¢ok zayif bir sekilde interaksiyona girer ve onun prokaspaz ile

reaksiyona girmesine izin vererek, IL-1f iiretimine, apoptoz inhibisyonuna ve
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inflamasyon patlamasinin artisina yol acar. ASC proteininin pro-kaspaz-1’den
ayrilmasi gergeklesmeyecek ve siirekli kaspaz-1 yapimi ve aktif IL-1B yapimi s6z
konusu olacaktir. Buna “’apoptoz inhibisyonu’ hipotezi denilmistir (Tunca vd.,
2003; Mc.Dermott, 2004; Kobayashi, 2005). Pyrin’in ASC i¢in yarigmali
inhibisyonu ile inflamazom aktivitesinin negatif regiilasyonu goriilmiistiir. Bu
durumda pyrin’in IL-1B iiretimini, kaspaz 1 toplanmasini engelleyerek veya
kaspaz 1 aktivitesinin direkt olarak nétralize ederek regiile ettigi diisliniilmiistiir

(Church et al., 2008).
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Sekil 2.8. Inflamazom kompleksinin eksojen tehlike sinyalleri ile aktive hale getirilmesi

(Sutterwala et al., 2007).

Otoinflamatuar hastaliklarda gozlenebilen intraseliiler proteinlerdeki olasi
mutasyonlar ve sonugta olusan apoptotik defekt, kontrolsiiz nétrofil
aktivasyonuna yol acarak inflamatuar polimorfoniikleer 16kosit hiicrelerinin
serozal dokulara gociine sebep olabilir. AAA etyopatogenezinde inflamasyonun
rolii iizerinde yapilan calismalarda akut atak bolgelerinde en sik rastlanan
inflamatuar hiicrenin nétrofiller oldugu gosterilmistir. (Centola et al., 2000; Chae

et al., 2006; Chou et al., 1998; Richards et al., 2001).
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Sekil 2.9. inflamazom aktivasyonu (Sutterwala et al., 2007).

2003 yilinda Chae ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
Pyrin’in in vivo fizyolojik roliiniin calisilmasi amaciyla FMF’in bir fare modeli
olusturulmustur. Homozigot pyrin mutant fareler, bakteriyal lipopolisakkarite
(LPS) cevap olarak artmig IL-1 iiretimi gostermiglerdir. Pyrin mutantlarda artmis
kaspaz 1 aktivitesi, apoptoza artmis sensitivite ile iligkilendirilmistir. Pyrin mutant
farelerde makrofaj apoptozunda gozlenen defektin sebebi, IL-1B ve kaspaz 1’den
bagimsiz ve muhtemelen ASC veya ASC’nin NF-kappaB aktivasyonundaki
modiile edici roliinden kaynaklanmaktadir. Bu arastirmanin sonuglarina gore
pyrin proteininin ASC ile indiiklenen IL-1p islenmesini engelleyerek ve makrofaj
apoptozuna izin vererek antiinflamatuar bir molekiil olarak gorev yaptigi

diisiiniilmistiir (Peynircioglu ve Yilmaz, 2006; Papin et al., 2007).

FMF’li Tiirk hastalarda yapilmis olan 2 ¢aligmada semptomsuz hastalarda
periferik kan lokositleri normal apoptoz gostermis iken, inflamatuar ataklar
stiresince notrofil ve monositlerde artmis apoptoz ve yiiksek serum solubl FAS

konsantrasyonlart gézlenmistir (Ozen vd., 2001; Kiraz vd., 2003). Diger bir
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calismada, TRAPS’li 7 hastada apoptoz defekti goézlenmemesi, TRAPS’ta
lenfositlerin apoptotik potansiyelinin atak ile etkilenmedigini gdstermistir.
HIDS’I1 hastalarda apoptotik yolaklarin atagin sonlarina dogru aktive oldugu
diisiiniilmiistiir. Hiicre spesifik defektlere odaklanilmasiyla FMF, nétrofiller ile
karakterize edilirken, CINCA’da (kriyoprin iligkili sendromlarda) mast hiicreleri
gosterilmistir. Hiicre tipi spesifitesi hipotezi, D’Osualdo ve arkadaglar tarafindan
2006 yilinda TRAPS’li hastalarda gosterilen anormal nétrofil apoptozu ile
desteklenmistir. HIDS hastalarinda lenfositlerde azalmis apoptoz gozlenmis iken,
bu lenfositik defekt TRAPS veya FMF’te gdzlenmemistir (Ozen vd., 2001; Kiraz
vd., 2003; D,Ousaldo et al., 2006; Bodar et al., 2007).

2.5. FMF Tedavisinde Kolsisin Ve Molekiiler Mekanizma

FMF tedavisinde, kolsisin 1972 yilinda ilk kez Goldfinger tarafindan
onerilip kullanilmaya baslanmistir. Kolsisin ¢igdem cicegi bitkisinden elde edilen
bir alkaloiddir (sekil 2.10). Kolsisin tedavisine yanittaki bireysel farkliliklarin
genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorlere bagli olduguna dair yapilmis ¢ok calisma
bulunmaktadir. FMF tedavisinde hastalarin %5-10"u  kolsisin’e  cevap
vermemektedir. Kolsisinin tanimlanan etki mekanizmas1 gsekil 2.11°de

gosterilmistir.

Sekil 2..10. Kolsisinin elde edildigi ¢igdem ¢igegi;  Colchicium  autumnale
(http://www.nzma.org.nz/journal/120-1248/2402/content01.jpg).
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MDR1 geni 3435 C/T polimorfizminde mononiikleer hiicrelerde
ekspresyonunun degistigZi ve MDRI1 polimorfizminin kolsisin’e cevabi
degistirebilecegi gozlenmistir. Kolsisin rezistansi, MDR1 geni TT genotipinden
ziyade C allelini tagiyan hastalarda daha yiiksek gozlenmistir (Tufan vd., 2007).
Intraseliiler reseptdr proteinlerin hiicre ici sinyal transdiiksiyonunda oynadig
rollerin arastirilmasina dayali caligmalarin son donem artmasi ile 6zellikle
kolsisin’e direng gelistiren hastalarin tedavisinde ¢ok onemli firsatlar sunacagini

diistinmekteyiz.
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Sekil 2.11. Kolsisin hareket mekanizmasina dair gelistirilmis mekanizma (Ben-Chetrit et al.,
2006).
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Kolsisin tedavisi, FMF ataklarinin siddet ve siklig1 ile amiloidoz olusumunu etki
mekanizmalar1  bilinmemekle beraber Onlemektedir. Kolsisine maruz
birakildiginda, supresyona veya indiiksiyona ugradigi gozlenmis gen gruplari
sekil 2.12°de verilmistir. Kolgisin’in ASC’nin nokta benzeri agregatlar ‘speck’
olusumunu engelledigi ve hiicre 6liimiinden sonra specklerin ekstraseliiler bolgede
varliginin devam ettigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada ASC’nin FMF hastalar1
renal glomerulusta ekspresyonu gosterilmis iken saglikli  kontrollerde
gosterilememis ve yiliksek lokal ASC ekspresyonunun nokta benzeri agregatlar
(speck) olusumu ile sonuglanabilecegi ve dlen hiicrelerden kalan nokta benzeri
agregatlarin potansiyel amiloid nukleus olarak (belki pyrin ile iligkili olarak)
ekstraseliiler bolgede yasayabilecegi Onerilmistir. Nokta benzeri agregatlarin
olusumunun tam bir mikrotiibiil sinyal ag1 gerektirdigi gercegi, potansiyel olarak
profilaktik kolgisin tedavisinin FMF hastalarindaki amiloidozu Onleme veya

geriletme yetenegini aciklayabilmektedir (Peynircioglu vd., 2008).
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(rene group

(rene name or symbol

Inflammation

Cytoskeleton (tubuhn,
actn, adhesion molecules)

Transcription and growth factors

CASPT
GPRI46

NOS3

7IP2

IFIT!

MX1

IFITM1I

GBPI
TNFSFIO
CTSC (cathepsin C)
CTSZ (cathepsin Z)
Plasminogen activator, urokinase
Tubuhn 5 beta
Tubuhn beta 2
CIVC42BPA
MYLIFP
Fibronectin
Paracinguhn
PIK3C2H
MAPK]T

RHOB

RHOC

RHOJ

NSE2
Cadherin-like 24
Driscoidin
Mexilin
Fchinoderm
Podocalyxin
Moesin

Coronin

DUSPS
Stamniocalein 2
TGFBRA
(ATA3

TIMPI
PPPICA

Hoxa 5
Actin-binding LIM
STATI

APBR?2
AKAPI2

Sekil 2.12. Kolsisine maruz birakildiginda, supresyona veya indiiksiyona ugradigi gézlenmis gen

gruplari (Ben-Chetrit et al., 2006).
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1. Cahsma Grubu

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na bagvuran ya da takip edilen FMF 6n tanili olgulardan; MEFV geni 2, 3, 5
vel0. ekson mutasyonlar1 agisindan 25 homozigot hasta; 15 M694V, 15 V726A
ve 15 E148Q heterozigot hasta; 25 bilesik heterozigot hasta; 25 FMF
P369S/R408Q-R202Q homozigot veya heterozigot (siipheli grup) hasta; 20
polimorfizm tasiyict hasta 25 saglikli kontrol grubu c¢aligmamizda yer almistir.
Toplam 165 bireyden olusan ¢alisma grubunun tamami gen ekspresyon analizinde
yer alirken; MEFV geni 2, 3, 5 vel0. ekson mutasyonlar1 agisindan 25 homozigot
hasta; 15 M694V, 15 V726A ve 15 E148Q heterozigot hasta; 25 bilesik
heterozigot hasta ve 25 saglikli kontrol grubundan olusan 120 bireylik ¢alisma

grubu DNA dizileme analizine tabi tutulmustur.

Calisma Izmir 1 nolu Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve
caligmada yer alan hastalarin tiimii genetik caligmalar i¢in bilgilendirilmis goniillii

olur formunu imzalamisglardir.

3.2. Arastirma Parametreleri

1. Adim: Gen Mutasyon Analizi: DNA dizi analizi ilk kez 1975 yilinda
Ingiltere’de F. Sanger ve A.R. Coulson tarafindan zincir sonlandirma
(chain termination) metodunun gelistirilmesiyle ger¢eklestirilmistir. Bu
metod giiniimiizde artik tamamiyla otomatize edilmistir. Otomatize DNA
sekanslama yonteminin kullanilmasiyla MEFV ve ASC geni mutasyon
analizleri, hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirmali olarak NCBI
GenBank ve protein database referans diziler ile karsilastirilmis, mutant
alleller, aminoasid mutasyonlar1 veya nukleotit dizi degisimleri

incelenmistir.
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2. Adim: Gen Ekspresyon Analizi: ASC geni mRNA ekspresyonu
kantitasyonu, Revers Transkriptaz enzimi ile cDNA eldesi sonrast Real
Time PCR tekniginin kullanilmasiyla, hasta ve kontrol grubu arasinda

kontrol gen varliginda kantitatif olarak ortaya ¢ikarilmistir.

3.3. Yontem

1. Adim: Calisma Grubunun Olusturulmasi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na basvuran, Livneh ve arkadaslarimin 6nerdigi modifiye Tel-Hashomer
kriterlerine uygun FMF 6n tanili hastalardan ¢alismaya katilmay1 kabul eden 165
kisi ¢caligma grubunu olusturmustur. Ayrica, ailesinde FMF hikayesi olmayan ve
calismaya katilmay1 kabul eden 25 saglikli birey kontrol grubu olarak calismada

yer almustir.

Goéniilliiler I¢in Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri (Inkliizyon Kriterleri):

3.3.1. Major Kriterler

Tekrarlayan tipik Ataklarda (>3 kez tekrarlayan aymi karakterde atak
stiresinin 12-72 saat ve atesli olmasi, atesin 38 °C ve lizerinde olmasi):
1. Genel peritonit
2. Tek tarafli pleurit veya perikardit.
3. Monoartrit (tek bir eklemin iltihaplanmasi: kal¢a, diz veya ayak bilegi
eklemlerinden biri).
4. Yalnizca yiiksek ates olmasi.

5. Inkomplet abdominal ataklar.

3.3.2. Minor Kriterler
1. Gogiis tutulumu ile karakterize inkomplet ataklar.
2. Karin tutulumu ile karakterize inkomplet ataklar.

3. Eklem tutulumu ile karakterize inkomplet ataklar.
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4. Egzersizle ortaya ¢ikan bacak agrisi.

5. Kolsisin tedavisine olumlu yanit.

3.3.3. Tamy1 Destekleyici Kriterler
1. Ailesinde AAA bulunmasi.
2. Etnik koken (Ailenin Akdeniz irkindan olmasi, hangi iilkede yasarsa
yasasin).
Ataklarin 20 yasindan 6nce baglamasi.
Atagin ciddi yatak istirahati gerektirmesi.
Ataklarin kendiliginden ge¢mesi.

Ataklar arast semptom olmamas.

A L T

Gegici inflamasyonu gosteren anormal test cevabi (lokositoz, ESR,
fibrinojen, CRP; SAA artisi).

8. Tekrarlayan proteiniiri ya da hematiiri.

9. Gereksiz laparotomi ya da apandektomi Oykiisii.

10. Akraba evliligi.

‘Genetik Calismalar I¢in Bilgilendirilmis Géniillii Olur Form’unu okuyup
kabul ederek imzalayan katilimci, bu kriterler dahilinde ¢alismamizda yer almistir.
Calismaya alinmasi i¢in 1 major kriter veya en az 2 mindr kriter veya 1 mindr+5
destekleyici kriter veya 1 minor+destekleyici kriterlerden ilk 5’inden 4 tanesinin

bulunmasi aranmustir.

3.3.4. Goniilliillerin Arastirmadan Cikarilma Kriterleri

Calismaya uyum saglayamama, 2 yasindan kiigiik, 20 yasindan biiyiik
olma, tibbi kanitli bagka hastaliginin bulunmasi, hamile olmasi noktasinda

bireyler ¢alismada yer almamustir.

Hastalarin detayli anamnezi, 0z ve soyge¢misleri alinarak bagvuru
sikdyetleri ve muayene bulgulari, analiz sonuglari ile ‘olgu rapor form’unda yer

almustir.
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3.4. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismanin basladigi 2009 Kasim ayi1 itibariyle ilk 6 ay siiresince
hastalardan kan 6rnekleri toplanmistir. RNA Later igerikli 1,5 ml ependorf tiipler
icinde FMF kesin, siipheli ve olas1 taniya sahip hastalardan 0,5 ml RNA later

lizerine 0,5 ml kan alinarak toplam 1 ml igerikli tiipler -20 °C’de tutulmustur.

Caligmaya katilmay1 kabul eden bireylerden DNA eldesi i¢in EDTA igeren
tiipler igerisine 1cc kan 6rnegi gen mutasyon analizi i¢in, RNA eldesi i¢in ise 0,5
cc kan 6rnegi, RNA-Later soliisyonu icerisine konularak mRNA gen ekspresyon
kantitasyonu analizi i¢in alinmistir. EDTA, DNA stabilizasyonu ile birlikte
DNAaz’larin inhibisyonunu ve RNA Later soliisyonu da orneklerdeki RNA

stabilizasyonunu saglamistir.

3.5. Periferik Kandan Genomik DNA Ekstraksiyonu

Periferal kan 16kositlerinden total genomik DNA ekstraksiyonu, Genomic
Prep Kit DNA izolasyon Kiti kullanilarak elde edilmistir. Ekstraksiyon asamalari
hiicre lizis soliisyonu ile hiicre zarmin uzaklastirilip hiicre igeriklerinin aciga
cikmasi ve proteinaz K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinleri ile RNA nin
uzaklagstirilmas: ardindan, alkolle DNA’nin membranda presipitasyon basamagi
ile yikama ile membrana baglama basamaklar1 sonucunda alkol, protein ve
membran lipid kontaminasyonlarindan uzaklastirilmig halde en son uygulanan
eliisyon basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanmistir. Eliisyon tampon

cozeltisi ile membrana bagli kalan niikleik asidin %85-100’1 eliie edilir.

e Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification (K1820-01)

200 ul kan mikrosantrifiij tiipiine konulmustur.

Lysis: tizerine 20 ul proteinaz K ve 20 ul RNase A eklenmistir.

Karistirilir ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
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Uzerine 200 ul lysis-binding buffer eklendi. Vorteks ile homojen soliisyon elde
edilinceye kadar karistirilmistir.

55 C’lik su banyosunda 10 dk protein digestion amacli inkiibasyona birakilmistir.
Sonrata lizata 200 ul %100 etanol eklenir. 5 sn vortekslenmistir.

Binding DNA: Lyzisli ve etanollii buffer kolona aktarilmistir.

10000 g’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

Kolon yeni toplama ependorfuna aktarilmistir.

Washing DNA: 500 ul etanollii wash buffer 1 kolona aktarilmistir.

Kolon, 10000 g’de (12000 rpm) 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

Kolon yeni ependorfa aktarilmstir.
Kolona 500 ul etanollii wash buffer 2 eklenmistir.
Kolon 14000 rpm (max hiz) 3 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Ependorf
atilip, kolon tutulmustur.
Eluting DNA: kolon steril 1,5 ml ependorfa aktarilmistir.
Kolona 200 ul eliisyon buffer eklenmistri. 1 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. 1 dk max hizda santrifiij edilmistir.

« Kolonu igeren tiip su anda purifiye genomik DNA igermektedir.
Kolon 1,5 dk max hizda oda sicaklifinda santrifiij edilmistir. Tiip tamamen
purifiye DNA igermektedir. Kolon uzaklastirilmig, tip; -20 C’de stok

saklanmustir.

3.6. DNA Miktarinin Saptanmasi

DNA safliginin Slgiilmesi i¢in, NanoDrop Spektrofotometre cihazinda

260/280 nm dalga boyunda DNA soliisyonunun absorbans intensitesi 6l¢iilmiistiir.

3.7. DNA Kalitasyonu

2 uL (100 ng) DNA ¢ozeltisi %1°lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutuldu. Elektroforez islemi i¢in agarozdan 2 gr tartilarak 100 uL 1XTBE tapon
¢Ozeltisinden manyetik boncuk ile karistirtlip mikrodalga firinda eritilmesinin
ardindan homojen goriiniime ulagilmis ve 60 C’ye sogutulmustur. Uzerine 10

ug/mL konsantrasyonunda etidyum bromide (Sigma Co., S. Louis, MA, USA)
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soltisyonundan 10 uL ilave edilmistir. Bu soliisyon DNA interkalasyonu yapmakta
ve DNA’y1 UV 151k altinda goriintir kilmaktadir. Agaroz soliisyonu, jel tepsisine
dokiilmiis, tlizerine tarak yerlestirilmis ve sertlesinceye kadar beklenmistir. Tank
iizerine 1XTBE soliisyonunun eklenmesinin ardindan taraklar ¢ikarilmistir. 4 ulL
PCR-DNA molekiilii, 2 uL Loading Dye (2 Orange G+4 PCR firiinii) ile
karistirlarak jele ytiklenmistir. Elektroforez EC105 cihazinda (EC, Apparatus Co,
USA) gii¢ kaynagi 100 Mv-80Ma kosullarina ayarlanarak 30-40 dakika siireyle
uygulanmistir.  Jeldeki DNA, UV transiluminatoriinde (Vilber Inc, Lourmat
France) baz sayisi bilinen standart DNA markirt (Hae III Fermentas) (1,5 ul
bromofenol blue, loading dye+1,5 ul ladder-100 bp) ile karsilikli olarak ytiiklenip,
Syngene InGeneous jel kamera sistemi kullanilarak goriintiilenmistir. Kontrolii
tamamlanan DNA molekiilleri, DNA sekans analizine baslamak iizere +4 C’de

saklanmistir.

3.8. MEFV Ve ASC Gen Mutasyon Analizi

3.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

MEFV geni 4 eksonu (2, 3, 5, 10) i¢in her bir eksona spesifik
oligoniikleotid primerler ile ayr1 ayr1 4 PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
ASC proteinini kodlayan PYCARD geninin 925 bg¢ nukleotidli ¢cDNA’sinin
(NM.013258) tiimii ve intron—ekson baglanma bolgelerinden 820 bg olmakla
toplam 1745 bg¢ dizisini okumak i¢in her bir eksona spesifik oligoniikleotid
primerleri ile Invitrogen PCR Kiti kullanarak ayr1 ayr1 3 PCR amplifikasyonu
gerceklestirilmistir.

3.8.2. PCR Kosullan

1 ul (100 ng) genomik DNA, Enhancer Buffer (20 mM Tris (pH 8.3), 50
mM KCI, 1.5 mMMgCI2) 2.5 ulL, d NTP mix karisimi1 0.5 uL (0.2 mM), forward
primer 1 uL (10 pmol/ul), reverse primer 1 ul (10 pmol/ul) (Invitrogen) , 1.0 U
PlatinlumTaq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), deionize su ile 25 ul
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total vollime tamamlanmistir. MyGene Gradient Thermal Cycler cihazinda

gradient programinda amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

3.8.3. PCR Uriinlerinin Purifikasyonu

Elde edilen PCR iirilinleri, agaroz jel elektroforezinde kontrol edilerek
pozitif PCR fragmanlart Exo-SAP enzim karisimi kullanarak purifiye edilmistir
(5:1 oraninda). Saflastirilmis PCR {iriinleri yeniden agaroz jel elektroforezine tabi
tutularak jelde goriintiilenmistir. Gerekli goriildiigii takdirde amplifikasyon iiriinii

Nanodrop Spektrofotometrede kantite edilmistir.

3.8.4. DNA Dizi Analizi; DNA Sekanslama Metodu

Saflastirilmis PCR iiriinleri BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems
U.S.A) kiti kullanilarak DNA dizileme 6ncesi niikleotidlerin floresan isaretlemesi
icin ikinci PCR analizine (Cycle-Sequencing PCR) alinmistir. Cycle-Sequencing
PCR isleminden sonra elde edilecek olan 2. tur PCR iiriinlerinin, BigDyeXT kiti
kullanilarak presipitasyonlar1 yapilmistir. Presipite edilerek yeniden saflagtiriimig
PCR iiriinleri ABI 3100 Genetic Analyser otomatik DNA sekans sistemine
yiiklenerek nukleotid dizileri okunmustur. DNA dizileme sonucunda niikleotid

degisimleri, National Institute of Health’in web sayfasindaki (www.ncbi.nih.gov)

genbank ve protein database referans dizileri ile karsilagtirilmigtir.

MEFV ve PYCARD genleri i¢in yayimlanan GenBank ve ProteinBank
MEFV geni i¢gin NM_000243; NP 000234 ve PYCARD geni i¢cin NM_013258;
NP _037390 referans dizileri ile karsilagtirmali olarak elde edilen sekanslarda olasi
mutasyon ve tek nukletid polimorfizmleri ile uygun aminoasit degisimleri

saptanmak {izere okunmustur.
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3.9. ASC Gen Ekspresyon Analizi

3.9.1. Periferik Kandan RNA Ekstraksiyonu
Periferal kan I6kositlerinden (PBLs) total RNA ekstraksiyonu i¢in Qiagen
RNA Blood Mini Isolation Kit kullanilarak mRNA elde edilmistir.

3.9.2. Qiagen Qiaamp RNA Blood Mini Kit ile Kandan Total
Hiicresel RNA Purifikasyonu (52304)

1 voliim kan + 5 voliim buffer EL karistirilmistir.

15 dk buzda inkiibasyon (siiregte 2 defa karistirma) yapilmaistir.

400 g 10 dk +4 C santrifiij yapilip, siipernatant atilmistir.

Hiicre pelletine buffer EL eklenmistir (step 1°de kullanilan kanin her bir
voliimii i¢in 2 voliim buffer EL eklenir, 6r: 1 voliim kana 2 ml buffer EL)

10 dk santrifiij yapilip, siipernatant atilmigtir.

(Buffer ELT: hiicreleri degrede eder, homojenizasyon basamagina
ilerlemeden goriinen hicbir hiicre kalmamalidir; l6kositler pelleti olusturur,
eritrositler pellete kirmizi rengini verir).

0,5 ml kana kadar 350 uL RLT; 0,5-1,5 ml kana kadar 600 uL RLT
eklenmistir.

Pipetle karigmis olan tiim lizat ¢ekilerek kolona aktarilmstir.
Homojenizasyon i¢in max hizda 2 dk santrifiij yapilip; kolon atilarak, pipetle lizat
cekilerek alinmistir

Lizata 1 volim (350 veya 600 ul) %70’lik etanol eklenip, pipetle
karigtirilmustir.

Yeni kolona aktarilmustir.

15 sn 8000 g santrifiij yapilmistir.

Kolon 2 ml tiipe transfer edilmistir, 700 ulL Buffer RW1 kolona
eklenmistir, 15 sn 8000 g santrifiij (yikama) yapilmistir.

Kolon 2 ml tiiple yer degistirilmistir, 500 ulL Buffer RPE kolona
pipetlenmistir, 15 sn 8000 g santrifiij yapilmustir.

Kolon agilmistir, 500 uL buffer RPE eklenmistir, 3 dk max hizda santrifiij
yapilmistir.
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Kolon yeni tiipe aktarilmistir, eski tiip filtratla beraber atilmistir, max
hizda 1 dk santrifiij yapilmistir.

Kolon 1,5 ml santrifiij tiipline aktarilmistir, 30-50 uL RNA az free water
direkt membran iizerine pipetlenmistir, 1 dk 1000 rpm santrifiij (eliisyon

basamagi) yapilmistir.

3.9.3. RNA Miktarmm Ol¢iilmesi

[zole edilen RNA  molekiiliiniin  konsantrasyonu  NanoDrop
Spektrofotometre cihazi ile 280 nm dalga boyunda (saflastirilmig RNA nin orani)
dlglilmiistiir.  Izolasyon ve kantite edilen RNA’dan hemen cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. Uzun donemli saklama -80 ve daha kisa donem saklama -20

C’de gergeklestirilmistir.

3.94. Revers Transkripsiyon PCR ile RNA’dan c¢cDNA

Sentezi

3.94.1. cDNA Sentezi
Quantitect Reverse Transcription Kit, izole edilen RNA’dan cDNA
sentezinde kullanilmistir. Iki basamakli cDNA sentezinin ilk basamagini 14 uL
total volimde gDNA wipeout buffer 7x, kalip RNA, RNAaz icermeyen su
karisimi ile ikinci basamagini 20 uL total voliimde reverse transcription master
mix ve ilk cDNA reaksiyon karigimi olusturmaktadir. Thermal Cycler 42 C 30 dk
ve 95 C 3 dk, 1 siklus ¢cDNA reaksiyonunun sicaklik dongilisii programini

olusturmustur.

3.9.4.2. cDNA Kalitasyonu

PCR iriinleri %?2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

Elektroforez islemi yukarida anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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3.94.3. ASC Geni mRNA Ekspresyonu Ve
Kantitasyonu; Real-Time PCR Metodu

Real-Time PCR, FMF’li hasta grubu ve saglikli kontrol olarak ifade edilen
gruplar arasindaki hedef genin (ASC) mRNA miktarindaki degisimi gozlemek
amaciyla gergeklestirilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu i¢in Qiagen firmasindan
temin edilen Quantitect Prob RT-PCR kiti kullanilmis ve reaksiyonlar ABI
PRISM 7700 cihazinda gercgeklestirilmistir. PCR reaksiyonu sirasinda
amplifikasyon islemi gergeklestikce TagMan probdan salinarak serbest kalan
FAM boyasinin verdigi floresans, Real-Time PCR cihazi tarafindan kaydedilerek
her 6rnegin baslangi¢ konsantrasyonuna gore verdigi Ct degerleri yine cihaz
tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir. Amplifikasyon, ABI PRISM 7700
cihazinin bilgisayarindan on-line olarak izlenmistir. Kontrol gen olarak RNaseP
kullanilmistir. Ayn1 cDNA 6rnegi i¢in, iki farkli reaksiyon karisimi ekspresyon
diizeyi incelenecek olan ASC geni primeri ve reaksiyonda kontrol amagli olarak
kullanilan RNaseP geninin primerleri ile Real-Time PCR’da ¢ogaltilmasina iliskin
hazirlanmistir. Karisim; 25 uL 2xQuantitect Probe RT-PCR Master Mix, iki ayri
gene spesifik 10 uM konsantrasyonda forward, revers primerler ve prob setleri, 12
ul. RNAaz-DNAaz free su ve 10 ng cDNA olmak iizere total voliim 50 ul’ye

tamamlanmistir. Standart real time PCR programi uygulanmistir.

3.9.44. Degerlendirme

Sonuglar Comparative Ct yontemi ile hesaplanmistir. Bu yontemde once
hasta ve kontrol grubu oOrneklerinin ortalama Ct degerleri hem ASC hem de
GAPDH i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmigtir. Daha sonra, ASC ortalama degerinden
RNaseP ortalama degeri c¢ikarilarak ayri ayr1 hasta ve kontrol gruplarinin ACt
degerleri hesaplanmistir. Daha sonra kontrol grubu ACt degeri, hasta grubu ACt
degerinden ¢ikarilarak AACt degeri bulunmustur. Bu deger, asagidaki formiile
uygulanarak, hasta grubunun ASC gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore kag

kez artmis ya da azalmis oldugu belirlenmistir.
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3.94.5. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, Kruskal-Wallis analizi ile SPSS 13.0 programinda

karsilastirilmistir. p<0,005 diizeyleri istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. Bulgular
4.1. DNA Sekans Analizi Bulgular

MEFV geni 2, 3, 5 ve 10. ekson mutasyonlar1 agisindan M694V homozigot
mutasyonlu; M694V, V726A ve E148Q heterozigot mutasyonlu, P369S/R408Q-
R202Q siipheli bilesik heterozigot mutasyonlu, bilesik heterozigot mutasyonlu,
polimorfizmli hastalar ve hi¢bir mutasyon tagimayan bireylerin DNA sekans

analizi elektroforegram sonuglar1 sekil 4.1 ile 4.18 arasinda gosterilmistir.

G AATBGECTACTEGGTGEGETGEATAATSGGGTGE AAGBAAAATGAGTACCABGCGETCCAGBGTCLCES
360 370 380 380 400

Lk

Sekil 4.1. p.M694V missense homozigot mutasyonu (ATG/GTG; ¢.2080A/G)

C'G'CGCCAGAGAA'GGC'AC'GGG'GG'GA'AA'G'GAAGGAAAA'GAG'ACCAGGCG'CC
30 330 40 350 30 k01 380
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Sekil 4.2. p.M694V missense heterozigot mutasyonu(ATG/GTG; ¢.2080A/G)
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AGCAGGAAAGGGAACA'@AC'C'G'CGCCAGAGAA'GGC'AC'G
80 300 30 20 30

Mo b

Sekil 4.3. p.M680IG-C missense heterozigot mutasyonu (ATG/ATC: ¢.2040G/C)
430 ) ) 4’:0 ‘ " 480 460

|
NN L.Ala,s_ sl KJ-A._J ,_..gx._ e u:ﬂ‘l‘z.h A M L

Sekil 4.4. p.V726A missense heterozigot mutasyonu (GTT/GCT: ¢.2177T/C)
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SGAACATGACTCTGTCGC CAGAGAATGGCTACTGGGT GETGATAAT GAT GAAGGAA AMTGAGT ACCAGGC GTCCAGCGTTCCCCCGACCCGCCTGLTAATAAAGGAGCC TCCCAAGC GTGT GGGCATCTTCGTG GHC_F\CAGHdﬂ-G
0 kil 2 33 34 350 380 I 380 390 400 4“0 420 430 4

ol A »lw - Lo )rsend Mool bl LA Lkall A MJJ

Sekil 4.5. p.M680I-V726A bilesik heterozigot mutasyonu sekans elektroforegrami

'AC'GGG'GG'GA'AA'GA'GAEGGAAAA'GAG'ACCAGGCG'CCAGCG
30 30 n 380 30

“ ki

Sekil 4.6. p.K695R missense heterozigot mutasyonu (AAG/AGG: ¢.2084A/G)
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n 280 20 300 kil

'GAAAGGAAGAGCCCGGGAAGCC'AAGCCCCAGCCCC'GCCACAG'G'AAGCGCCACC'
20

6

.l'i RSN A:-,.‘._Ls-‘uL- “ ..A}ALL-J-U“., i Al
a \ '
Sekil 4.7. p.P369S missense heterozigot mutasyonu (CCC/TCC/CCT: ¢.1105C/T).
'C_GCAG'C'GAG'CAGGAGCACCAAGGCCACC@GG'GCGCCCCA"GAGGAGG'CGCC'GA
an 380 350 400 4 420

L

Sekil 4.8. p.R408Q missense heterozigot mutasyonu (CGG/CAG: ¢.1223G/A)

h
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AGAA'A"CCACACAAGAAAACGGCACAGP\GA"CCGCAGCG'CCAGC'CC CTEGGBEGAGAACAAGTCC
150 160 17 180 190 200 210

i)

Sekil 4.9. p.D102D homozigot niikleotid degigimi (polimorfizm) (GAT-GAC: ¢.306T/C)

it
LA I AA A b AN S St N

-a\.-_

GGA—'\CGGCCC'CGGCCG'ACGGGGGCGGGC'GCCAGCC'GCGG GC—\GCCHGCCCGHGGCCGGG—\GGG
260 2 20 290 321

: A A o N L A WNATS T 17 S R A SENAT ) il‘-f‘- AL Am FLed Py A’Jﬁr‘p—-u Fdf 1" \ e el

Sekil 4.10. p.G138G heterozigot niikleotid degisimi (polimorfizm) (GGA-GGG:c.276A/G)
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G'CGAGGAAGCCCC'GAGCAAACGCAGAG;«GAAGGC'CGGAGGGCC'GGACGCGCAGGGCAAGCC'CGGA
30 k2l 50 30 n 30 390

i i

Sekil 4.11. p.A165A heterozigot niikkleotid degisimi (polimorfizm) (GCC-GCA: ¢.330C/A)

AGGGCGCTAGAGGGGGGCLCAGGCCBAGBGBTC
480

CEGC'GCGCAGAGGGGGCCAGC'CCGCGGGGAGGC'GCAGG
4“0 450 5

470 430 450 500 510

ho AV  la, ‘1‘.1._4;” oy .J- 'h»‘ 4 Mmﬂdm&gﬂi@

Sekil 4.12. p.R202Q heterozigot niikleotid degisimi (polimorfizm) (CGG-CAG: c.605G/A).
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AGGCCACCAGACACGGC’GCGAG’CCCCG’GCCACGCCC;‘;GGA;\GG—'\G—'\CCCAG”G—'\CGG’
120 130 5

90 100 110 140 150
“J\f“ Lo

o bl o i o b e J‘!‘ e Wavy Lﬂ Ad"‘ALkL.;l\'ln&—

Vo b

L\A'hM kb A

Sekil 4.13. p.R314R heterozigot niikleotid degisimi (polimorfizm) (CGC-CGT:c.942C/T).

AmMu@Mwwm MMQMWM

Sekil 4.14. p.E474E (GAA/GAG:c.1422A*G) ve p.Q476Q (CAG*CAA: ¢.1428G/A) heterozigot
niikleotid degisimi (polimorfizm)
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"GG"GGGCAGA'CAGGAAGGCA'A'GACACCCGCG'A'CCCAGGACA'CGCCC'GC'CGAGCGC'GA'
580 590 600 810 620 630

2
RNSUESSERI AL i RPNV RRAR
Sekil 4.15. p.D510D heterozigot niikleotid degisimi (polimorfizm) (GAT*GAC: c.1530T/C).

GEGCGGEAGCT
0

GCCAGCC'GCGG'GCAGCCAGCCCAGGCCGGGAGGGGGC'G'CGAGGAAGCCCC'GAG
420 430 4“0 450 480 470 4

[ " n o i Al

Sekil 4.16. p.E148Q missense heterozigot mutasyonu (GAG-CAG: ¢.442G/C)
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CGGGGGCGGAGC'GCCAGCC'GCGG'GCAGCCAGCCCAGGCCGGGAGGGGGC'G'CGAGGAAGCCCC'GAG
0 180 190 20 210 i} 0 20

B

SEVARRY NS (A T

Sekil 4.17. p.E148Q missense homozigot mutasyonu (GAG-CAG: ¢.442G/C)

TG AC AGC C AG AT C C C AC ATC T AT AC A"CCCAGC'GC'C"'C'C'GGGCCCC"C
mn 280 29 30 310

Sekil 4.18. p.A744S missense heterozigot mutasyonu (GCC-TCC:c.2230G/T).

MEFV geni 2, 3, 5 ve 10. ekson mutasyonlar1 agisindan 25 homozigot
hasta, 15- M694V, 15 -V726A ve 15 E148Q heterozigot hasta; 25 bilesik
heterozigot hasta ve 25 saglikli kontrol grubunda gergeklestirilen ASC geni tiim
kodlayan eksonlarinda yapilan mutasyon analizi sonucunda bu genin her bir
kodlayan 3 eksonunda higbir mutasyon veya polimorfizm niteligindeki sekans
degisimine rastlanmamistir. Sekil 4.19 ile 4.21 araliginda ASC geni her bir 3
eksonunun belirli baz1 niikleotid bolgelerinin elektroforegram gdriintiileri

verilmistir.
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Goto Base No. ’_ Find Sequence ACLSGT

FGCBCBAGBGGBOBCTACGBGCBCATCCCGBCBGBBBCBCBCTBCTBTCCATBGBACGCCTTBGACCTCACCBACAAGCTGBGBTCAGCTTCTACCTGBGABACCTACGS
20 140 150 60 170 180 190 200 210 220 H

" b \MJ\.NJLJ L MJF\ bl WJW

Sekil 4.19. ASC geni ekson 1 sekans elektroforegrami

GotoBaseMo. | Find Sequence AL S L

CGCCAGCTGGGATCCAGGCCCCTCCTCAGTC GGCAGCCAAGC CAGGTGAGGBCCTCCACACCCAGCCCGGCCCCACCBCACTCCTGCACAGCCTGECTC TGTGBCT
80 20 100 o 120 130 140 150

M it UL et L

Sekil 4.20. ASC geni ekson 2 sekans elektroforegrami
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Goto Base No. Find Sequence ACG T
AGTACCAGGCAGT GC GGGCC GAGC CCACCAACCCAAGC AAGAT GC GGAAGCTCTTCAGT TTCACACCAGCCT GGAACT GGACCT GCAAGGACTT GCTCCTCCAGE
80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180

I nialld! nml k. Al ksl ALl o Ih ) s Jnl Ll ﬂﬂnnﬂu

Sekil 4.21. ASC geni ekson 3 sekans elektroforegram
4.2. Gen Ekspresyon Analizi Bulgular
4.2.1. PCR Uriinlerinin Dogrulanmasi

Revers transkriptaz enzimi ile cDNA’ya belirli ekson spesifik primerler
kullanilarak doniistiiriilen cDNA’nin hedef bolgelerinin ¢ogaldigini gosteren jel

elektroforez goriintiisii sekil 4.22°de gdsterilmistir.




43

1 2 3 4 5 ] 7 8 M

Sekil 4..22. cDNA ile gergeklestirilen PCR analizi jel dogrulama elektroforez goriintiisii (1°den 8¢
kadar olan kuyucuklara 6rnek olarak ilk 8 cDNA yiiklenmig ve prob olmadan sadece
PYD primerleri ile konvansiyonel PCR yapilarak primer ve cDNA c¢aligma dogrulama

analizi yapilmistir; M: molecular weight marker).

4.2.2. mRNA Amplifikasyonu

RT-PCR metodu ile gerceklestirilen ASC geni amplifikasyonuna karsilik
RNaseP internal kontroliiniin amplifikasyon goriintiisii hasta alt gruplarinda

belirlenmis ve 6rnek olarak asagidaki sekil 4.23, 24, 25 ve 26°da verilmistir.

Delta Rnvs Cycle
1.0e+0M

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

1.0e-008

12345678 9101M12131415161718182021222324 252627 28293031 323334363637 39394041 424344454647 484550

Cycle Number

Sekil 4.23. MEFV geni bakimindan homozigot saptanan grubun ASC geni mRNA

amplifikasyonunun, RNaseP internal referans gene relatif mRNA amplifikasyonu.
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Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002 - é

1.0e-003 w

1.0e-004

Delta Rn

1.0e-005

1.0e-008
12345678 9101112131415161718192021 222324 262627 28293031 323334 353637 30304041 424344 454647 4849560

Cycle Mumber
Sekil 4.24. MEFV geni bakimindan heterozigot saptanan grubun ASC geni mRNA

amplifikasyonunun, RNaseP internal referans gene relatif mRNA

amplifikasyonu.
Delta Bn vs Cycle
1.08+001
1.0e+000 ot ==
P ?,,ﬁ#/ﬁ_-ff
- =y
1.0e-001 = é-’} e | e
s L : 7
=
n: f -
o 106002 i fg
o
= L—
1.0e-003
1.0e-004
1.0e-005

12345678 9101112131415151718192021 222324252627 20293031 323334 3536 3738 394041 424344454547 484950
Cycle Number
Sekil 4.25. MEFV geni bakimindan bilesik heterozigot saptanan grubun ASC geni mRNA
amplifikasyonunun, RNaseP internal referans gene relatif mRNA

amplifikasyonu.
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Delta B vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.08-001 |

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

12345878 910M12131415161718192021 222324252627 282930313233 34353637 3839404142434 4454647 484450

Cycle Mumber
I . I - I - I I - I -

Sekil 4.26. MEFV geni bakimindan saglikli saptanan grubun ASC geni mRNA

amplifikasyonunun, RNaseP internal referans gene relatif mRNA

amplifikasyonu.

mRNA diizeyleri internal kontrole gore normalize edilerek relatif (nispi,
bagimli, goreli, iliskin: internal kontrole) ekspresyon diizeyleri bulunmustur. Her
bir hasta alt grubunda bulunan hastanin comperative threshold (Ct) degerleri elde
edilmis ve analiz metodu formiiliine yerlestirilerek gen ekspresyonu artis veya
azalist anlaminda (fold change) olarak hesaplanmigtir. Tim hasta gruplar
oncelikle saglikli kontrol gruba gore ardindan da hasta gruplari kendi aralarinda
relatif mRNA diizeyleri agisindan karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonuglarina
gore: saglikli kontrol gruba gore, MEFV M694V homozigotlarda 4,31 kat, E148Q
heterozigot hasta grubunda ASC gen ekspresyonu 3,03 kat; MEFV V726A
heterozigot hasta grubunda ASC gen ekspresyonu 3,31 kat; MEFV M694V
heterozigot hasta grubunda ASC gen ekspresyonu 3,68 kat; MEFV bilesik
heterozigot hasta grubunda ASC gen ekspresyonu 6,5 kat; MEFV P369S/R408Q-
R202Q bilesik heterozigot siipheli hasta grubunda ASC gen ekspresyonu 3,9 kat;
MEFV polimorfizm grubunda ise ASC gen ekspresyonu 1,3 ve diger
heterozigotlar grubunda 1,72 kat artis gostermistir (grafik 4.1).  Sonuglar
istatistik olarak anlamli gozlenmistir (p<0,004). Hasta alt gruplarinin birbirleri

ile arasinda yapilan karsilastirma analizinde ise; bilesik heterozigotlarda
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homozigotlar ve heterozigotlara gore mRNA seviyelerinde artis gézlenmis, ancak

istatistik? anlamlilik saptanmamistir (p>0,05).

ASC/RNaseP Relatif mRNA Ekspresyon- Fold Change

Grafik 4.1. Hasta gruplarinin saglikli gruba relatif olarak mRNA ekspresyonu kat degisimi
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5. TARTISMA

Geecmis on yil boyunca herediter otoinflamatuar bozukluklarin
aciklanmasinda onemli gelismeler olmustur. Bu bozukluklardan sorumlu tutulan
genlerin tanimlanmasi ile klinik 6zelliklerin daha iyi karakterizasyonu, gelismis
tan1 ve yeni tedavi stratejilerinin gelisebilmesi anlaminda biiylik dneme sahip
olmustur. Herediter otoinflamatuar bozuklarin ilk tanimlanmis ve en yaygin
goriilmekte olan formu Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) hastaligi, iilkemizde 1:5
tastyici oranlarinda goriilmekte ve bu hastalikta sadece hasta olan bireylerin degil,
ayni1 zamanda tastyic1 bireylerin de klinik takip siirecinin 6nemini arz etmektedir.
Bu sebeple, 2010-TIP-032 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi APAK proje ¢ergevesi
kapsaminda desteklenen g¢aligmamizin ilk asamasini FMF olusturmustur. Bu
calismanin temel amacini, nedensel hastalik geni olan MEFV geninde mutasyon
varliginin yan1 sira modifikatdr nitelikte ikinci bir allelin (ASC geni) etkisini DNA

veya mRNA diizeyinde gostermek olusturmustur.

Genel periyodik ates ve eklem agrilari ile karakterize olan Ailesel Akdeniz
atesi hastaliginda 1997 yilinda klonlama c¢alismalar1 ile sorumlu MEFV
(Mediterranean Fever) geni 16 nolu kromozomda lokalize olarak tanimlanmis ve
protein {irlinii pyrin olarak gosterilmistir. Bu hastalikta non-fonksiyonel olarak
gosterilen pyrin proteininin ilk yillarda yapilmis olan ¢alismalarda azaldigi ve bu
proteinin eksikligine dayali olarak hastaligin gelistigi One siirlilmiistiir. Ancak
takip eden yillarda ise bu proteinin eksikligine dair kanitlar gosterilememistir.
Canli hiicrede protein ekspresyonu, ‘gen ekspresyonu regiilasyonu’ adi altinda
transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, translasyonel, post-translasyonel ve
epigenetik  non-sekans  diizenlenmelerine  tabidir.  Hiicrede  6zellikle
transkrispsiyonel diizeyde ¢alisilmis olan gen ekspresyonu regiilasyonunda aktif
rol alan transkripsiyon faktorleri ve bunlara ek represor ve aktivator nitelikte
proteinler yer almakta ve aktivasyon ile up-regililasyon, represyon ile down-
regiilasyon meydana gelmektedir. Hiicrede inflamasyonu tetikleyen genlerin
aktive olmasiyla hastalarda ates siiregelirken, bu sinyalizasyona represorler ile
baski yapilmasi, o genlerin ekspresyonunu durdurarak inflamasyonun sonlanmasi
saglanmaktadir. Bu proteinler DNA bdlgesinin promoter veya enhancer dizilerine

komplementer olarak gen ekspresyonu regiildsyonunu, aynen prokaryotlardaki
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operon sistemleri gibi, canli hiicrenin ihtiyacina gore ayarlamaktadir. Ancak
Okaryotlarda operon sistemleri yerine promoter ve enhancer sistemleri ile
(transkripsiyon diizeyinde) bu islemler yiriitilmektedir. Transkripsiyon
faktorlerinin DNA dizisine baglandig1 bolgeye ‘transkripsiyon faktorii baglanma
bolgesi’ adi verilirken, DNA dizisinin baglanilan bolgesine ise ‘cevap elementi’
adi1 verilmektedir. DNA dizisinde histon modifikasyonlar1 ve kromatin
diizenlenmeleri ile ortaya ¢ikan ve dizi degisimine neden olmadan transkripsiyon
faktoriinlin baglanma etkinligini degistiren degisimler ise ozellikle ‘metilasyon’
ile gerceklesen epigenetik regiilasyonlardir. Transkripsiyon faktorleri gibi
yasamsal genlerde bas gdsteren mutasyonlar letaldir, ¢iinkii bu genler genomda
korunmus genler olarak biiyiik bir bolimii kapsamaktadirlar. Dolayistyla, hiicre
icinde onemli diizeyde etkilesim gosteren bu proteinler i¢in sinyal transdiiksiyonu
esastir ve iletisimlerindeki bozukluklar hastaliklarin ortaya c¢ikist ile

sonuclanmaktadir.

MEFV geni 10 eksondan olusur ve DNA degisiklikleri tipik olgularin
%80’den fazlasinda son eksonda meydana gelir. Daha az goriilen mutasyonlar ise
ekson 2, 3, 5’tedir. AAA’l1 hastalarin etnik kokeni ne olursa olsun ekson 10°daki
M694V, V726A, M680I, M694] mutasyonlarinin en sik gdriilen mutasyonlar

oldugu gosterilmistir.

1997 yilinda uluslararasi AAA Konsorsiyumu ve Fransiz AAA
Konsorsiyumu tarafindan birbirinden bagimsiz olarak 16. kromozomun kisa
kolunda klonlanmig olan MEFV geninde 4 nokta mutasyonu belirlenmistir.
Fransiz AAA Konsorsiyumu kendi ¢alisma gruplarinda tasiyict kromozomlarin
%85’inde hastalikla ilgili 4 mutasyonu gdstermistir (M694V, M680I, M694I,
V726A).

1998’de bu mutasyonlara ek olarak ekson 10’da dort tane daha nadir
goriilen yeni mutasyon tanimlanmistir. 692°de delesyon, Lys695Arg, Ala744Ser,
Arg761His’tir. Bundan sonra ekson 2, 3, 5, 1 ve 9°da 36 mutasyon daha
belirlenmistir. Ekson 5°te Phe479Leu, ekson 2’de Glul48GIn, Glul67Asp,
Thr2671le bunlardan bazilaridir. AAA’Iln hastalar genellikle homozigot veya

karma homozigot (2 alelde 2 farklt mutasyon tasiyan, compound heterozigot)
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olarak goriilmektedir. Takibinde nonsense mutasyonlar (Y688X, Y471X) ve nadir
goriilen sekans degisimleri ile polimorfizmler tanimlanmaya devam etmektedir.
Ozellikle 10. Ekson mutasyonlarindan M694V hastaligin en ciddi komplikasyonu
olan amiloidoz ile iligkilendirmektedir. Bu bdlge pyrin proteinin protein-protein
interaksiyonundan sorumlu olan domain bodlgesi B30.2 noktasmma denk
gelmektedir. Ancak, 10. Eksonda yer alan her mutasyon 6rnegin K695R ve V726
aynm fenotip ile karakterize degildir. Bununla birlikte, FMF Tip II olarak
tanimlanan asemptomatik bireylerin varligi da gelecek agir komplikasyonlar i¢in
aynen saglikli tagiyici gruplar gibi risk tasimaktadir. Bu noktada, hastaligin, genin
diger eksonlarinda goriillen mutasyonlar ile de c¢ok farkli klinik sonuglari
dogurdugu goézlenmis ve genotipik ve fenotipik bir heterojenitenin varligir s6z
konusu edilmistir. Bu noktada, diger proteinlerin pyrin proteinin ile etkilesimleri

ve bunlarin arastirilmalar1 biiyiik 6nem tagimaktadir.

[k kez 1955 yilinda tanimlanan ve Ailesel Akdeniz Atesi hastaliginin en
ciddi komplikasyonu olan amiloidoz, cesitli organlarda fibriler proteinlerin
depolanmasi ile karakterize bir protein metabolizmasi hastaligidir. Sistemik
amiloidoz etyolojisi multifaktoriyel olup primer ve sekonder (reaktif) tipleri

tanimlanmistir (Friman et al., 1996).

Amiloidoz, AAA’ll hastalarda sik goriilen bir durum olup, AAA’nin
amiloid A (AA) protein depolanmasindan kaynaklanan en ciddi
konmplikasyonudur. Bu AA tipi bir amiloidozdur ve son dénem bobrek
yetmezligine neden olan progresif nefropati olarak ortaya ¢ikar. Bunun disinda
kalp, bobrek iistii bezleri, karaciger, tiroid ve ince bagirsaklarda da amiloidoza
rastlanabilir (Goldfinger, 1972). AA proteininin karacigerde yapilan bir akut faz
reaktan1 olan serum amiloid A’nin (SAA) bir yikim iiriinii oldugu diistiniilmiistiir.
SAA’nin uzun siire plazmada yiiksek konsantrasyonda bulunmasi sonucu {iriinii
olan AA proteini dokularda birikebilir ancak SAA’nin artmis konsantrasyonu
amiloidoz gelisimini agiklamak ic¢in yeterli degildir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar amiloidogenezin genetik alt yapisini agiklama konusunda SAA
polimorfizmi {lizerine odaklanmistir. Bununla beraber TLR2 ve MDR genlerinde
de polimorfizmlerin pyrin proteini iizerine etkilerinin varligi yapilmis olan

caligmalar ile gosterilmistir.
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Mutasyonlar bulunduktan sonra genotip-fenotip iligkisi olup olmadigina
dair pek c¢ok arastirma yapilmistir. Pras ve arkadaslart M694V mutasyonunu
tasiyan hastalarin diger mutasyonlari tagiyan hastalara gore bulgularin daha erken
yasta ortaya ¢ikmasi, kolsisine yanitin daha az olmasi, daha sik amiloidoz
goriilmesi agisindan daha cok risk altinda olduklarini ortaya koymuslardir (Pras et
al.,1994). Kastner ve arkadaslar1 1998 yilinda AAA’nin genetik tanisinin
duyarliligin1 (sensitivite) saptamak icin en sik goriilen dort mutasyonu da
kapsayan sekiz mutasyon agisindan hastalart taramiglar, duyarlilign %55
bulmuslardir (Kastner et al., 1998). Mutasyonu olan ve olmayan hastalar arasinda
ataklarda goriilen semptomlar agisindan erizipel benzeri eritem disinda farklilik
saptanmamustir. Ancak atak siirelerine bakildiginda mutasyonu olan grupta en

fazla {i¢ giin, olmayan grupta ise 5-6 giindiir ve bu fark anlaml1 bulunmustur.

Tim bu verilen ¢alismalarin yanisira bu sonuglari dogrulamayan
calismalar da vardir. Shohat ve arkadaglar1 1999 tarihli bir arastirmalarinda Kuzey
Afrika Yahudileri, Ermeniler ve Tiirklerden olusan 83 AAA ailesinden toplam
138 AAA hastast iizerinde genotip-fenotip iliskilerini incelemisler, farkli
mutasyonlart tagiyan gruplar arasinda klinik Ozellikler acisindan fark
saptayamamislardir. Amiloidozu olan ve olmayan hastalar arasinda hastaligin
agirhigini belirleyen parametreler agisindan fark bulunamamaistir. Tiirk ve Ermeni
hastalarda ploritin Kuzey Afrika Yahudilerine gore daha sik oldugu gdsterilmistir.
Ayni calismadaki amiloidoz hastalarinin tamamimin M694V mutasyonunu en

azindan bir alelde tasidiklar1 goriilmiistiir (Shohat et al., 1999).

Calisma sonuglart M694V mutasyonu iizerinde yogunlagsmakla birlikte
diger mutasyonlarin klinik bulgular iizerine etkisini ortaya koyan yayinlar da
vardir. Ben-Chetrit ve arkadaslarinin 1998 yili calismalarinda V726A
mutasyonunun Askenazi Yahudileri, Diirziler ve Ermeniler’de sik goriildiigii, bu
etnik gruplardaki amiloidoz sikligindaki distikliiglin V726A mutasyonunun
amiloidozdan koruyucu etkisine bagli olabilecegi sonucuna varilmistir (Ben-

Chetrit et al., 1998).

Ayrica genotip-fenotip iligkilerinin degerlendirildigi bazi caligmalarda

Ermeniler’de daha sik goriilen M680I mutasyonunun hastaligin daha hafif formu
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ve daha diisiik amiloidoz siklig1 ile iliskisi gosterilmistir (Dewalle et al., 1998).
Bir baska calismada Yalcinkaya ve arkadaglar1 167 Tiirk AAA hastasin1 12 klinik
parametre ve sik gorlilen mutasyonlar agisindan incelemisler, M694V
homozigotlugu ile hastalik baslangic yasi arasindaki iliski disinda diger
parametreler agisindan fark saptamamiglardir. Ayni c¢alismada M680I
mutasyonunu ¢ift alelde tasiyan, tek alelde tasiyan ve hicbir alelde tasimayan 3
grup olusturulmus, homozigot grupta artrit sikliginin diger 2 gruba goére anlamli
sekilde diisiik oldugu goriilmiis, diger parametreler acisindan fark saptanmamistir

(Yalginkaya vd.,2000).

Periyodik otoinflamatuar sendromlar i¢in apoptoz yolaklarinin bozuklugu
genel bir Ozelliktir. Otoinflamatuar hastaliklarda go6zlenebilen intraseliiler
inflamazom kompleksi proteinlerdeki olast mutasyonlar ve sonucta olusan
apoptotik defekt, kontrolsiiz noétrofil aktivasyonuna yol acgarak inflamatuar
polimorfoniikleer 16kosit hiicrelerinin serozal dokulara gogiine sebep olabilir.
2003 yilinda Chae ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Pyrin’in in
vivo fizyolojik roliiniin ¢alisilmast amaciyla FMF’in  bir fare modeli
olusturulmustur. Homozigot pyrin mutant fareler, bakteriyal lipopolisakkarite
(LPS) cevap olarak artmig IL-1 {iretimi gdstermislerdir. Pyrin mutantlarda artmis
kaspaz 1 aktivitesi, apoptoza artmis sensitivite ile iligkilendirilmistir. Pyrin mutant
farelerde makrofaj apoptozunda gozlenen defektin sebebi, IL-1B ve kaspaz 1’den
bagimsiz ve muhtemelen ASC veya ASC’nin NF-kappaB aktivasyonundaki
modiile edici roliinden kaynaklanmaktadir. Bu arastirmanin sonuglarina gore
pyrin proteininin ASC ile indiiklenen IL-1p islenmesini engelleyerek ve makrofaj
apoptozuna izin vererek antiinflamatuar bir molekiil olarak gorev yaptig
diistiniilmiistiir (Peynircioglu ve Yilmaz, 2006; Papin et al., 2007). Bu ¢alismada
diistintildiigi iizere, ASC geni tam olarak pro-apoptotik adaptoér protein
fonksiyonunu gosteremedigi i¢in FMF hastalarinda saglikli bireylere oranlara
artmis inflamasyon ya da ‘apoptoz defekti’ gézlenmis bulunmaktadir. Bu noktada,
pro-apoptotik adaptoér protein ASC geninin tek basina bir inflamasyon ya da
apoptoz biomarker1 oldugu sdylenemez. Ciinkii hastalarda artmis olan oto-
inflaasyonunun olusumunda pyrin ya da ASC geninin tek basina calistifina dair

kanitlar heniiz transfeksiyon c¢alismalart ile sinirhdir.  Bu bulgular, pyrin
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mutasyonlar1 ile anlamli diizeyde baglantili bulunmus iken, protein ekspresyon

analizlerini iceren ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi uygun goriilmektedir.

Pyrin proteini canli organizmada periferal kan 16kositleri ile serozal
fibroblastlarda lokalize ekspresyona sahip iken, ASC proteininin ¢ok daha genis
(neredeyse tiim dokularda) bir ekspresyon profili vardir. ASC ekspresyonu 2001
yilinda Masumoto ve arkadaslar1 tarafindan immiinohistokimyasal analizler ile
normal insan dokularinda ¢alisilmis ve su sonuglar elde edilmistir; spinal kord
anterior boynuz hiicrelerinde, plasenta villiislerinin trofoblastlarinda, bobrek tiibiil
epitelinde, testis seminifer tiibiilleri ve leydig hiicrelerinde, karaciger hepatositleri
ve interlobuler safra kanallarinda (bile duct), tonsiller ve derinin skuamoz
epitelyal hiicrelerinde, sa¢ folikiiliinde, derinin yag ve ekrin bezlerinde ve
periferal kan 16kositlerinde goézlemlenmistir. Kolonda, kriptalarin derinliklerinde
lokalize olan immatiir hiicrelerden ziyade, luminal bélge tarafindaki olgun
epitelyal hiicrelerde gdzlenmistir. Sonugta, ASC geninin yiiksek seviyeleri,
eksternal patojenlere karsi konak¢i savunmasinda yer alan epitelyal hiicreler ve
l6kositler ile birlikte, regiile olan proliferasyona sahip iyi diferansiye olmus

hiicrelerde fazlaca eksprese oluyor olarak bulunmustur (Masumoto et al., 2001).

Bu konuda yapilmis olan c¢alismalardan birinde, proinflamatuar
medyatorlerden interferon, interlokin, timor nekroz faktorii ve bakteriyal
lipopolisakkaritlerin kullanildigit ASC proteini gen ekspresyonu western-blotting
calismalarinda ilk 4 saatlik uygulamanin 2. saatinde artan gen ekspresyonunun
son saate dogru azaldigr gozlenmistir. Bu medyatorlerin tamamen kaldirildig:
kosullarda ise ASC protein ekspresyonunda higbir sekilde artis gozlenmemis,
bazal seviyede ekspresyonu devam etmistir. Aymi grup, inflamasyonlu apandisit
ve saglikli apandisit doku kesitlerinde gergeklestirdikleri immiinohistokimyasal
analizlerde, bariz sekilde inflamasyonlu bolgelerde ASC speck olusumlarini ve
bunun Fas proteini varliginda indiiklendigini gormislerdir.  Sonuglar,
otoinflamasyon konusunda ASC apoptozunun tam olarak hangi proteinler
etkisinde olduguna dair, goriildiigii kesin veriler vermemektedir. Yani, kaspazlar
kadar, TNF, Fas ve diger proteinlerin varligi, bu yolakta sitoplazmik intraseliiler
regiilatdr proteinlerin etkilesimine dair birer birer sunulan kanitlardan sadece

bazilaridir (Shiohara et al., 2002). Bizim calismamizdaki tetikleyici ise dis
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uyaranlar degil, direkt olarak pyrin mutasyonlarinin varligidir ve pyrin
mutasyonlarmin allelik yayilimi ile dogru orantili olarak ASC geni mRNA

ekspresyonu saglikli bireylere oranla artmig gdzlenmistir.

2002 yilinda Notarnicola ve arkadaglarinin gerceklestirmis oldugu MEFV
gen ekspresyonu calismalarinda, FMF’te hastalik fenotipinin olugmasina katkida
bulunan MEFV geni mRNA ekspresyonu, mutasyonlarin sayist ve tipine bagl
bulunmustur. Mutasyonlarin allelik sayisiyla korelatif olarak, gen ekspresyonu
azalmistir. M694V mutasyonu, 6zellikle homozigot durumda, en diisik MEFV
mRNA diizeyi ile E148Q mutasyonu ise en yiiksek MEFV mRNA seviyesi ile
iliskilidir. Tek mutasyonlu FMF hastalarina kiyasla, her iki allelde de mutasyon
tagtyan homozigot veya bilesik heterozigot hastalarda MEFV mRNA gen
ekspresyonu azalmis bulunmustur. Ayrica, saglikli kontrollere relatif olarak FMF
hastalarinda istatistik anlamlit MEFV gen ekspresyonunda azalma goézlenmistir.
Bizim c¢alisgmamizda da MEFV geninin her iki allelinde de mutasyon tasiyan
homozigot veya bilesik heterozigot hastalarda, heterozigot veya SNP’li gruba gore
istatistik anlamli diizeyde bir ASC geni mRNA ekspresyonu artig1 goriilmiistiir.
Sonuglarin, kanitlanmis modifikatdr gen etkisinde, birbirleriyle ortak bir sinerjiye

sahip otoinflamatuar yolak mekanizmasini kanitladig: diistiniilmektedir.

Notarnicola ve arkadaslar1 2002 yil1 calismalar ve takiben 2007 yili Ustek
ve arkadaslar1 tarafindan MEFV geni pyrin ekspresyonu FMF’li hastalarda
azaliyor olarak bildirilmistir ve simdiye kadar da dyle bilinmektedir. Ancak Booty
ve grubu, bu hastalarda saglikli kontrollere kiyasla, istatistik olarak anlamli
olmayan ancak artan MEFV gen ekspresyonlar1 (kat degisimleri) gostermistir
(Booty et al., 2009). Ayni grup, MEFV mRNA gen ekspresyonu kantitasyonu yant
sira pyrin proteini western blot ekspresyon analizlerinde, saglikli kontrollere
oranla FMF hastalarinda yiiksek pyrin seviyeleri gozlemlemislerdir. Pyrin
ekspresyonunun FMF hastalarina spesifik olup olmadiginin anlagilmasi i¢cin, FMF
hastalar1 ve aktif inflamasyonlu FMF dis1 hastalarin pyrin seviyeleri
karsilastirilmistir. Sonugta, FMF hastalarinda yliksek ekspresyon goézlenmistir.
Ayrica, 1 veya 2 MEFV mutasyonlu hastalar arasinda, ge¢mis calismalardan

tamamen farkli olarak, istatistik anlaml diizeyde fark gézlenmemistir.
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Yapilmig olan c¢alismalarda, sadece bir alleli etkileyen MEFV
mutasyonlarinin  AAA’ya neden olabileceginin fark edilmesi, normal pyrin

aktivitesinin %50’sinin hastalig1 6nlemeye yetemeyebilecegini diisiindliirmiistiir.

Simdiye kadar, diinya ¢apinda ASC gen mutasyonlar1 ilk olarak Italyan
populasyonunda aragtirilmigtir. Caroli ve arkadaslarmin 2007 yili Italya merkezli
caligmalar1 ASC ile inflamazom kompleksi olusturan CIASI geninin kodladig:
cryopyrin proteini eksikliginde olusan bir herediter periyodik ates sendromu olan
12 CINCA hastasinda CIAS1 geni missens mutasyonlar tanimlanmig, ASC
geninin Italyan CINCA hastalarinda mutasyona ugramadign gosterilmistir.
Bununla birlikte simdilerde Booty ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yili
caligmalarinda pyrin proteinin hiicre i¢i diger proteinlerle iliskisinin gosterilmesi
amaciyla ASC gen mutasyonu DNA sekanslama analizi baslatilmistir. Bu
calismada 46 yahudi FMF hastast yer almis ve 1 hastada p.W171X (c.513G/A)
nonsense mutasyonu gdsterilmistir. Bu mutasyon su anda asosiasyon analizleri ile
degerlendirme altina alinmistir. Bu noktada, FMF’in etnik tercihinin MEFV
mutasyonlart yan1 sira ASC gen mutasyonlar ile iliskili olmadigi sdylenebilir.
Ciinkii Italyan merkezli calisma ile bizim ¢alisma grubumuzda ASC geninde
mutasyon veya polimorfizm niteliginde herhangi bir sekans degisimine

rastlanmamustir.

FMF’li hastalarin renal dokularinda ytiksek ASC mRNA ekspresyonlarini
gosteren diger bir ¢alismada, kolsisin’in ASC’nin ‘speck’ olusumunu engelledigi
ve hiicre 6liimiinden sonra specklerin ekstraseliiler bolgede varliginin devam ettigi
bildirilmigtir. Ayn1 ¢alismada ASC’nin FMF hastalar1 renal glomerulusta yiiksek
ekspresyonu gosterilmis iken saglikli kontrollerde gosterilememis ve yiiksek lokal
ASC ekspresyonunun speck olusumu ile sonuglanabilecegi ve 6len hiicrelerden
kalan specklerin potansiyel amiloid nukleus olarak (belki pyrin ile iliskili olarak)
ekstraseliiler bolgede yasayabilecegi Onerilmistir. Speck olusumunun tam bir
mikrotiibiil sinyal ag1 gerektirdigi gercegi, potansiyel olarak profilaktik kolsisin
tedavisinin FMF hastalarindaki amiloidozu onleme veya geriletme yetenegini

aciklayabilmektedir (Peynircioglu vd., 2008).
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Hem MEFV (pyrin) hem de ASC genlerindeki mutasyonlar dogal olarak
apoptoza girecek lokositlerin yasama devam etmelerine sebep olarak sonunda
uzamis inflamatuar cevaba yol agmaktadir. Bu baglamda, yeni farkli inflamasyon
biomarker’larinin  fonksiyonlarimin ortaya konulmasi ileride yapilabilecek
inflamazom aracili hastaliklarin tan1 ve tedaviye cevaplarinin takibinde yeni bir

nano teknolojinin gelisimini bagslatacaktir.

Herediter otoinflamatuar hastaliklar grubundaki major sendromlarda
genetik defektler tanimlanmis olmasina ragmen, bu sendromlarin inflamatuar
ataklara yol agma mekanizmalar1 biiyilkk oranda belirlenememistir. Bir atagi
tetikleyen faktorler; enfeksiyon, travma, asilama ve hem fiziksel hem psikolojik
strestir. Goreceli olarak onemsiz, siradan zedelenmelere (travma) verilen normal
immiinolojik cevap zamaninda durdurulamazsa bunun yerine ¢ok giicli ve
genellesmis bir inflamatuar atak bagslar. Bu sonuca, inflamasyonun down
regiildsyonunda inhibitdr sinyallerin eksikligi veya boyle sinyallere cevaptaki bir
yetersizligin sebep oldugu ongdriilmektedir. Apoptoz, aktive lenfositlerin yasam
sikluslarin1 azaltarak inflamatuar cevabin down regiildsyonunda 6nemli bir rol
oynar (Drenth et al., 2001; Touitou et al., 2004). Bu durumda, apoptoz
regiilasyonundaki bir defekt, FMF hastalarinda abartilmis inflamatuar cevabin bir

sebebi olarak yer almaktadir.

Ozellikle homozigot ve heterozigot pyrin defektif olgu gruplarinin
tedavisinde bir pyrin analogu olan kolsisin standart tedavi olmasina ragmen
tedaviye cevap vermeyen ya da tedavinin yan etkilerini tolere edemeyen kolsisin
rezistant FMF hastalarinda, pyrin’in dahil oldugu inflamazom kompleksi
komponentlerinin diger iiyelerine odaklanmak, subklinik inflamasyon ve FMF
komplikasyonlarinda, hastaligin olusumuna yol agmayan, diisiik penetransh ek

modifikatdr genlerin etkisinin gdsterilmesiyle net bir fayda saglayacaktir.

Saglik Bakanligi verilerine gore, diinya ¢apinda bulunan 150 000 FMF
hastasinin 60 000 kadarinin Tiirkiye’de oldugu diisiiniildiigiinde, simdiye kadar
yapilmis olan ¢alismalarda ASC gen mutasyonlarinin belirlenmemis ve bu konuda
etnik kokenin etkisinin gosterilmemis olmasi dolayisiyla, bu proje ile bizim

bulgularimizin, ASC ve Pyrin etkilesiminin FMF patogenezi ve tedavisi ile
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herediter otoinflamatuar hastaliklarin genel inflamasyon dongiisiinde Onemli

klinik gostergeler olarak yer alacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUC

Bu caligmada, kanitlanmig bir MEFV mutasyonu olan FMF hastalar1 ve
saglikli kontrol bireylerde, hastalik ile iliskili ikinci bir mutasyonun varlig
arastirtlmistir. FMF hastaliginda fenotip ile genotip arasindaki iligki farkli etnik
gruplarda farklilhik gostermekte ve ¢ok tartismali yorumlar icermektedir.
Patogenezde; kompleks alleller, modifiye edici lokuslar, genetik heterojenite ve
olas1 epigenetik faktorler dolayisiyla fenotip ile genotip arasinda kesin bir iliski
kurulamamistir. MEFV disindaki genler lokus heterojenitesi sunarak FMF’e
benzer klinik goériinimden sorumlu olabilirler. FMF’te gozlenen klinik
heterojenite, kismen de genetik heterojeniteye dayanmaktadir. Ozellikle son
calismalarda FMF’te sorumlu MEFV geni disinda SAA, MDR1 (Touitou, 2001)
ve TLR (Ozen vd., 2007) genlerinin sekans varyantlarinin fenotip ile
iliskilendirilmesi, diger otoinflamatuar genlerin de mutasyon taramalarinin
yapilabilirligini diisiindiirmiigtiir. Bu konu, ozellikle, asemptomatik ve MEFV
geninde mutasyon saptanmayan bireylerde, monogenik olarak nitelendirilen
otoinflamatuar hastaliklarin digenik kalitimin etkisinde olabilecegine dair birer
ornektir. Ozellikle 1 MEFV mutasyonlu FMF hastalarinm, ikinci bir
otoinflamatuar gendeki mutasyon (IL-1B yolaginin regiilasyonunda fonksiyon
goren genler ile pyrin ile interaksiyona girdigi bilinen proteinleri kodlayan genler)

ile sinerji i¢inde bu fenotipi dogurdugu diisiintilmektedir.

Modifiye edici alleller, sistemik inflamasyon ve semptomatik FMF
gelisimi icin gerekli inflamasyon doz esigine katkida bulunabilirler. Bu noktada,
digenik kalitim hipotezi altinda ASC aday geni mutasyon taramasina tabi
tutulmustur. Bu calisma, FMF ve takibindeki periyodik ateslerde, poligenik
kalittimin arastirilmasina dair diinyada bilinen bir ¢aligma ile es zamanli olarak

yiriitiilen tek ¢calisma olmustur.

Simdiye kadar Ailesel Akdeniz Atesi ile ilgili yapilmis olan ¢aligmalarda
ASC gen mutasyonlar1 ve ekspresyon seviyeleri belirlenmemis ve disfonksiyonel
pyrin olgulart ile korelasyonlar1 saptanmamuistir. Tiirk FMF hastalarinda ilk defa
ASC gen mutasyonlari arastirilmis ve higbir sekans degisimine rastlanmamustir.

ASC mRNA gen ekspresyon seviyelerinde ise saglikli kontrollere kiyasla, FMF
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hastalarinda belirgin bir artis gdzlenmistir. Bu artis, MEFV gen mutasyonlari ile
korele edildigi i¢in, hastalik patogenezindeki inflamasyon ile yakin iligkili olarak
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, ASC mRNA ekspresyon diizeyleri ile MEFV
gen mutasyonlari arasinda korelasyon gozlenmis, ancak ASC gen mutasyonlart ile
bir iliski gozlenmemistir. Sonug¢ olarak, Tirk hastalarda ASC geni mutasyona
ugramayarak inflamazom kompleksinde evoliisyoner siiregte korunmus tam bir
domain yapis1 sergilemistir. ASC geninin tiim kodlayan eksonlarinda yapilan
DNA dizileme analizi sonucunda herhangi bir sekans degisimine rastlanmamasi,
FMF hastalik patogenezinde modifikator bir rolii savunmamaktadir. Ancak, ASC
geninin  mRNA ekspresyon diizeyinde gozlenen goreceli artisi, FMF
patogenezindeki farkli fenotiplerin karekterizasyonuna katkida bulunuyor olabilir.
lleriye dénilk, genom asosiasyon ve protein ekspresyon calismalarinm

yapilmasinin, sonuglarimizi destekler nitelikte olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu konuda c¢alismamiz, molekiiler seviyede potansiyel hastalik
mekanizmasina 151k tutacak ve diinya literatiiriindeki boslugu dolduracaktir. Su
anki kolsisin tedavisine cevapsiz olan FMF hastalarinda, rekombinant IL-1
reseptOr antagonistleri gibi ajanlarla yeni tedavi stratejileri gelistirmek ve genis
araliktaki inflamatuar durumlarda ASC ve PYRIN gibi molekiillerin farmakolojik
manipulasyonlarin1 uygulamak gelecek icin temel hedefleri olusturmaktadir.
Yapilan c¢aligma ile olusan bilgi birikimi, metod ve altyapt inflamatuar ve
apoptotik yolakta mevcut diger proteinlerin arastirilmasinda da kullanilabilecek,
inflamasyon ve dogal bagisikligin temel mekanizmalarinin anlasilmasina yardimci
olacak, klinik ve genetik olarak iligkili diger hastaliklarin molekiiler
mekanizmalariyla baglantilar  kurabilmemizi saglayacak ve bilim adina

arastirmacilarin faydalanmasinda kaynak olacaktir.
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7. ONERILER

Ailesel Akdeniz Atesi hastalifinda ikinci bir modifikator allelin
arastirildigr bu calismada, bunu takiben yapilabilecek olan calismalar, genom
asosiasyon analizleri ve linkaj baglanti calismalarinin diizenlenmesi olarak

diistiniilmekte ve onerilmektedir.
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