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GIRIS VE AMAC

Ankilozan Spondilit (AS), sakroileit ve spondilite dayali otoinflamatuar bir hastaliktir.
Etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir, patogenezinde g¢evresel, immiinolojik ve genetik
faktorlerin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. AS ile Insan Lokosit Antijeni (Human Leucocyte
Antigene-HLA) arasindaki iligkiye yonelik yapilan caligmalar sonucunda AS hastalarinim %
90’inda HLA-B*27 (+) bulunmustur. Ayrica AS hastalarinin ¢ok azinda amiloidoz olustugu
belirtilmistir (1).

Otoinflamatuar hastaliklar grubunda yer alan diger bir hastalik Ailesel Akdeniz Atesi
(AAA)’dir. AAA hastaligina neden olan mutasyonlar Mediterranean Fever (MEFV) geni
tizerinde belirlenmistir. MEFV geni pyrin proteinini kodlamaktadir. Mutasyon sonucu Pyrin
proteininde meydana gelen degisiklikler, apoptozis siirecine girmesi beklenen l6kositlerin
yasamaya devam etmesineé ve bunun sonucunda ¢ok hafif bir etkilesimde bile siddetli
inflamasyon ortaya ¢ikarmasina neden olmaktadir.

Arastirmamizda, AS ve MEFV geni arasinda bir iligski olup olmadigi; HLA*B27 (+)
ve (-) AS hastalarinda MEFV mutasyonu goriilme sikligimin farkliliklari, MEFV geni ile olan
iliskisi ve AS hastalarinin cinsiyet dagilimlarina bakilarak MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlarin cinsiyet ile iligkisi gibi sorulara cevap aranmaktadir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, ya AS ile HLA-B*27 arasindaki iliski incelenmis
ya da AS ile MEFV geni arasindaki iliskiye bakilmistir.



Bu g¢alismadaki amacimiz, HLA-B*27’si (+) ve (-) olan AS hastalarinda MEFV gen
mutasyonlart acgisindan elde edilen sonuglar1 HLA-B*27°si (-) olan saglikli kontrol
grubundaki MEFV mutasyonu sikligi ile Karsilastirarak her ii¢ gruptaki MEFV gen
mutasyonlar1 sikligin1 belirlemektir. Buna ek olarak, Tiirk popiilasyonun da sik goriilen yirmi

iki MEFV mutasyonun her birinin gruplar arasindaki dagilimini aragtirmaktir.



GENEL BiLGILER

ANKILOZAN SPONDILIT

Ankilozan Spondilit (AS), etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, sakroileit ve spondilite
dayali inflamatuar sirt-bel agrisina neden olan, patogenezinde ¢evresel, immiinolojik ve
genetik faktorlerin rol oynadigi bilinen bir hastaliktir. Temelde aksiyal sistemi tutan baglarin
ve kas kirislerinin kemige yapistig1 bolgelerde iltihaplanmaya sebep olabilen bunun yani sira
iris iltihaplanmasi, cilt lezyonlar1 ve bagirsak iltihaplanmasina neden olan kronik inflamatuar
bir hastaliktir (2,3).

“Ankylosing Spondylitis” terimi fiizyon veya yapisikliklar anlamina gelen Yunanca

“ankylos” (egilmis) ve “spondylos” (omur) sozciiklerinden tliremistir.

Tarihce

Ankilozan Spondilit ilk defa 1691 yilinda irlandali Dr. Bernard Connor tarafindan
patolojik olarak Fransiz mezarlifindan c¢ikartilan ankiloze bir iskelette tanimlanmistir.
1841°de Brodie ara sira goz inflamasyonu ve ankiloze omurgasi olan 31 yasinda bir erkek
hasta tanimlamistir. Bunu 1893 yilinda Von Bechterev’in, 1897 yilinda Struempell’in ve 1898
yilinda Marie’nin olgulari izlemistir (1).

Ankilozan Spondilit’in tanisinda 1961'de Roma AS kriterleri belli bir siire
kullanildiktan sonra, 1966'da New York kriterleri yayinlanmis ve uzun siire kullanilmigtir
(Tablo 1). Giiniimiizde halen 1984 yilinda modifiye edilen New York kriterleri
kullanilmaktadir (Tablo 2) (1).



Tablo 1. 1966 New York kriterleri (1)

1. Lomber hareketin ii¢ planda kisitli olmasi (fleksiyon, ekstansiyon ve lateral fleksiyon)

2. Lomber omurgada veya dorsolomber bolgede agri

3. Gogiis ekspansiyonunun 2,5 cm'den az olmas (4. Interkostal araliktan)

Tablo 2. Modifiye New York kriterleri (1)

1. 3 aydan uzun siiren, egzersiz ile rahatlayan, istirahat ile diizelmeyen bel agris1

2. Lomber omurga hareketinin frontal ve sagital diizlemde kisitlanmasi

3. Yas ve cinse gore gogiis ekspansiyonunun azalmasi

4. Bilateral Evre 2-4 sakroileit

5. Bilateral Evre 3-4 sakroileit (Kesin AS: 4 ve 5. Madde +1 klinik kriter)

Ankilozan Spondilit’de genetik faktorler onemli rol oynamaktadir. HLA-B*27, AS’de
genetik yatkinlik belirleyici faktordiir (4). Non-Major-histocompability-complex (non-MHC)
gen polimorfizmleri, HLA-B*27 ile birlikte immiinolojik yanit sisteminde degisikliklere
neden olmaktadir. Meydana gelen bu degisiklikler immiinolojik yanitta farkliliklara yol
acarak AS’ye olan genetik yatkinligi arttirmaktadir (5).

HLA-B*27 ve Yapisi

HLA-B*27, edinsel immiin yanitin bir pargasi olarak, temel fonksiyonu hiicre kokenli
peptidleri cluster of differentiation 8 pozitif (CD8+) , sitotoksik T lenfositlerine (CTL)
sunmak olan MHC simif I molekiiliidir. Buna ek olarak MHC sinif I molekiiller, Natural
Killer (NK-dogal oldiiriiciiler) hiicreler iizerindeki dogal immiin diizenleyici reseptorlerle
baglantiya girerek dogal yanitin diizenlenmesinde kritik bir rol oynarlar (6).

Normal fizyolojik sartlar altinda HLA-B*27 agir zincirleri beta 2 mikroglobulin (B2-
m) ve kendi proteinlerinden, ayrica viriis ve bakteri kaynakli hiicre i¢i peptidlerden
heterotrimerik kompleksler olustururlar (Sekil 1). Bu heterotrimerik yapilar CTL tanimasi igin
hiicre yilizeyine ¢ikar (7). Bununla birlikte, HLA-B*27 agir zincirler, f2-m bagimsiz disiilfid
bagl agir zincir homodimerleri olusturabilirler. Bu HLA-B*27 homodimerlerinin her ikisi de
olgunlagma sirasinda intraselliiler olarak (hiicre i¢i) toplanir ve heterotrimerlerin endozomal
donilistimiiniin  ardindan hiicre yiizeyinde de eksprese olurlar. HLA-B*27’nin, 67.
pozisyonundaki (Cys 67) ciftlesmemis sistein iizerinden disiilfid baglari olusturmasi

beklenmedik olsa da bu baglar hiicre yiizeyi homodimer ekspresyonu i¢in oldukga kritiktir.
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HLA-B*27 homodimerleri ise T, NK ve myeloid hiicreler (insan ve kemirgenler) tizerindeki
cesitli dogal immiin reseptorlerine baglanirlar (6).

HLA-B*27°nin kristal yapisi ilk olarak Madden ve arkadaslar1 tarafindan
yaymlanmistir. Ozellikle peptidin 2. pozisyonundaki arjinin yapisina yerlesmis olan P
bolgesiyle iliskili, peptid baglama olugu icinde bazi farklilasmis Ozellikler ortaya cikarir
(Sekil 1). Aksine cogu diger smif I molekiiller, HLA-B*27, B bolgesinde Cys 67
ciftlesmemis sistein yapisina sahiptir. Bu yap1 f2-m olmayan disiilfid-bagli HLA-B*27 agir
zincir (Heavy Chain-HC) homodimerlerinin olusumunda gosterilmistir. Cys 67 HLA-B*27’ye
0zel degildir. Bilinen diger bes B aleli de bu serbest sisteine sahiptir; HLA-B*14, -B*15, -
B*38 B*39 ve —-B*73(6) . Cok az galismada bu diger HLA-B’ lerin homodimer olusumu
arastirilmistir ve Merino ve arkadaslarinin yaptigi calismada, HLA-B*14’lin transfekte B

hiicre hatlarinda homodimerler olusturdugu kanitlanmistir (7).

A B ; C
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Sekil 1. Major-Histocompability-Complex sinif I molekiiliiniin yapis (7)

A: MHC smif I molekiiliiniin sematik goriintiisii ti¢ agir zincir (agik mavi koyu mavi ve yesil), non kovalent
bag ile bagli 2-m (sar1) ve heteromerik yapida olan peptid (kirmizi). B-C: HLA-B*27 kristal yapisi. B) Peptid
ile birlikte HLA-B*27 Ribbon modelinin sematik goriintiisii. C)Peptid baglanma oluklarinin goriintiisii, 8 adet
B anti-paralel iplik ve 2 adet o helix iplik platformu.

Insan Lokosit Antijen molekiilii, ilk nce endoplazmik retikulum (ER) i¢inde serbest agir
zincir olarak {retilir daha sonra bu firetilen molekiile f2-m ve antijenik peptitler eklenir.
Biitiin bilesenler eklenince molekiil olgun hale gelir ve hiicre yiizeyine tasinir. Bilesenlerin
farkli fazlarda eklenmesi sirasinda molekiil farkli yapilar kazanir. Bu olay ‘katlanma’ olarak
adlandirilir. Molekiiliin katlanma hiz1 da sonucunu belirler. Clinkii HLA-B*27 diger HLA
alellerinden ¢ok daha yavas katlanmasi agisindan farklidir. Molekiil bu evreye gegcmeden dnce

katlanmamis durumdadir (8).




HLA-B*27°nin diger HLA smif I molekiillerinden farki daha uzun peptidlere
baglanma yetenegidir. Uzunlugu 33 aminoasitden fazla olan peptidler HLA-B*27°den
ayristirilir. Bu uzun peptidlere baglanmasinin bir sonucu olarak, HLA-B*27 molekiilii i¢in
katlanmis yapisinin belki daha fazla gevsemesi olasi bir sonugtur. Daha fazla gevsemis
yapilar, katlanmayan veya dimerizasyona daha fazla egilimli bir molekiil havuzu olusturursa,
bu durum HLA-B*27 yanlis katlanmasi ve/veya homodimer olusumu ig¢in 6nemli etkilere
sahip olabilir. HLA-B*27’nin ilave atipik 6zellikleri ER’de toplanmasi ve hiicre yiizeyine
¢ikarilmasiyla iliskilendirilmistir (9, 10).

HLA-B*27 katlanmas1 patojeniteye katkida bulunabilen iki atipik 6zellik ortaya koyar;

1- Agir zincirin katlanmasi diger siif [ molekiillerden daha yavas olabilecegi goriiliir.
Bunun sonucu olarak, normal peptid ve f2-m varliginda bile ER’de sentezi takiben yanlis
katlanma egilimine sahip olur (11, 12).

2- HLA-B*27 yiizey ekspresyonu icin diger sinif I molekiilleriyle karsilastirildiginda
daha az tapasine bagimlhidir. Yiizeyde ayrilabilen bu daha zayif baglarla bagh peptidle yiiklii
HLA-B*27 komplekslerin ER’den ¢ikmasiyla sonuglanir. Bununla uyumlu olarak, Benjamin
ve arkadaglar1 peptid alict yapisiyla hiicre dis1 peptidlere baglanabilen, B hiicre ylizeyinde
HLA-B*27’nin uygun bos formlarinin varligint bildirmistir. Bos ylizey MHC-I molekiilleri
ayrica diger siif I alellerini eksprese eden hiicre hatlarinda da goriilebilir fakat diisiik sicaklik
indiiksiyonuna ihtiyag¢ duyar. Sonug olarak heterotrimerlerin olusumuna izin veren bos B*27
molekiilleri ER’de yetersiz peptid yiiklemesine neden olur. Peptid olmadan, hastalik
patogenezine katkida bulunabilen ylizeyde serbest agir zincir desteginden ayrilmasiyla f2-m

ayrisir (13).

HLA-B*27’nin AS Hastah@indaki Rolii

HLA-B*27 ile AS arasindaki iligkinin patofizyolojik rolii tam olarak bilinmemektedir.
Immiin hastaliklarla iliskisi ilk olarak 1973 yilinda bildirilmistir. Beyaz tenli AS’li hastalarm
yaklagik olarak % 90’1nda HLA-B*27 pozitifligi goriilmektedir (14).

HLA-B*27°nin AS ile iliskisinin 1973 yilinda ilk kez gosterilmesinden bu yana gegen
yaklasik 40 yillik stirede, HLA-B*27°nin AS patogenezinde iistlendigi rolii aragtiran bir¢cok
calisma mevcuttur.

HLA-B*27, tek bir alel degildir; su ana kadar en az 133’den fazla isimlendirilmis

tiyeden olusan bir ailedir ve yapilan caligmalar ile birlikte bu say1 daha da artmaktadir.



Yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde AS ile en ¢ok iliskilendirilen alt tipler HLA-B*2702,
HLA-B*2704 ve HLA-B*2705°dir (15).

AS patogenezinde etkisi tam olarak bilinmemesine ragmen, HLA-B*27 ile ilgili HLA-
B27’nin roliine ait ti¢ teori vardir (6);

1) Artritojenik peptid hipotezi,

2) HLA-B*27 Yanlis Katlanma ve UPR Hipotezi,

3) HLA-B*27 agir zincir ve homodimer hipotezi.

Bunlar sirasiyla;

1) Artritojenik peptid hipotezi: Artritojenik peptid hipotezi, HLA-B*27’nin hastalik
patogenezinde yer alisini inceleyen ilk ve en kapsamli hipotezdir. Artritojenik peptid
hipotezine gore hastalik, HLA-B*27’nin benzersiz artritojenik peptidlere baglanarak bu
peptidleri CD8+ CTL’lere sunum kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Bu yolakta, patojen
kaynakli peptidler sonucu tetiklenen HLA-B*27 ile iliskili sitotoksik T lenfositlerin (CTL)
yaniti, HLA-B*27’ye baglanmis otopeptidlerle ¢apraz reaksiyon verir. BU ¢apraz reaksiyon
ER’de inflamatuar yanitla sonuglanmaktadir (Sekil 2) (16, 17).

Artritfojenik T- HOcre'nin HLA-B27
aracih secimi

- . . .| HLA -B27 (+) - Artritojenik
oncd T- Hlacreleri = Himus £ T- Hiicre
k
Eklem

Sekil 2. Artritojenik peptid sunumu (18)

2) HLA-B*27 yanhs katlanma ve UPR hipotezi: HLA-B*27 yanlis katlanma

hipotezi;
a) Hastaligin, normal olmayan HLA-B*27 katlanmasi1 birikimi, HLA-B*27 yanlis

katlanmasi ile 1lgilidir.



b) Katlanmamis protein yanit1 hipotezi (UPR) ise HLA-B*27 olmayan agir zincir ve

homodimer hipotezinden kaynaklandigin1 6ne stirmektedir.

Bu iki teori hem hiicre yiizeyinde hem de ER iginde yanlis katlanmasinin sonucu
olarak anormal katli molekiillerin olusumu i¢in incelenmis ve de hastalikla HLA-B*27
arasindaki iliski gosterilmistir (15). HLA-B*27 antijeninin spondiloartropatilerde saglikli
insanlara gore daha fazla yanls katlanma ihtimali vardir (Sekil 2). Immiinoglobiilin baglayan
protein (BiP), ER stresi esnasinda normal diizeyden fazla eksprese olmaktadir. Yanlig
katlanmis HLA-B*27 agir zincirlerinin birikimi sonucunda BiP’e baglanan agir zincirler ER

stresine neden olmaktadir (8).

Hucre Ylzeyi

/

Sitoplazma

HLA-*27 Yanlis katlanmasi

i

Katlanma

Yanlis

katlanma
- —

('\.‘ -_— Proteozamal

Degredasyon

Sekil 3. HLA B*27 yanhs katlanma hipotezi (19)

3) HLA-B*27 agir zincir ve homodimer hipotezi: Son yillarda yapilan ¢alismalar,
asirt yiklii ER yaniti (EOR)’nin kaspaz 3 ve 12 aktivasyonu araciligiyla apoptozisi ve ER’dan
Ca?" salimmii tetikleyebilecegini gostermektedir. Yanls katlanma teorisinde belirtilen
ER’de HLA-B*27 homodimerlerinin birikimi ER stres yanit yolagin1 aktive eder. Bu da
hastalik patogenezine katki saglayan proinflamatuar sitokinlerin salinimiyla sonuglanir. Bu
hipoteze destek saglayan ilk calismalar transgenik hayvan ¢aligmalaridir ve hastaliga meyilli
HLA-B*27 transgenik sicanlarin splenosit ve makrofajlarinda yanlis katlanmis HLA-B*27
birikimi goriilmektedir. Ayn1 zamanda yanlis katlanmis HLA-B*27’lerin ER saperon proteini
BiP’e baglanma afinitesi daha fazladir. BiP saperon proteinine baglanma, HLA-B*7,
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sicanlarda goriilmemistir ve goriiniise gore Cys 67 yapist bagimsizdir. Ayrica, AS
hastalarindan alinan hiicrelerle yapilan ¢aligmada UPR aktivasyonu hiicrelerin yapiskan
(adheran) kisminda goriilmemistir (20).

Ikinci hipoteze gére katlanmamis HLA-B*27 proteinlerinin ER’de olusturdugu UPR
stresi inflamatuar yanita sebep olmaktadir. Ugiincii hipotez ise fizyolojik sartlarda olusan
HLA-B*27 homodimerlerinin 67. Pozisyondaki sistein yapisinin disiilfit bagi ile stabilize
olmasina dayanmaktadir. 67. Pozisyondaki sistein yapisinini disiilfit bag1 olusturamazsa stabil
olmayan HLA-B*27 oncti molekiilleri ortaya c¢ikar. Bakteriyel infeksiyon yada hipoksi
sonucu hiicre yiizeyinde HLA-B*27 agir zinciri ve HLA-B*27 homodimerlerinin olusumu
tetiklense de yanit olarak stabil olmayan HLA-B*27 6ncii molekiillerinin kullanilmas1 sonucu

dogal bagisiklik sistemi uyarilir ve inflamasyon ortaya ¢ikar (6).

Ankilozan Spondilit Genetigi- Tiim Genom lliskilendirme Cahsmalar1 Cag
(Genome-Wide Association Study (GWAS))

Ankilozan Spondilitin kokeninde agirlikli olarak genetik faktorler etkili oldugundan,
AS’deki genetik calismalar oldukca verimlidir. AS ile HLA-B*27 iligkisi ilk olarak
inflamatuar hastaliklardaki HLA alellerinde tanimlanmistir. HLA-B*27 ve AS arasindaki
iligki bilinen en 6nemli genetik iliskidir. Saglikli populasyonda HLA-B*27’ye % 10 oraninda
rastlanirken hastalarin % 90’ en az bir HLA-B*27 aleli tasimaktadir (21). Daha az yaygin olsa
da belirgin bir iligki spondiloartropati (SpA) ailesi diger {iyelerinde de ayrica goriilmektedir.
Dahasi, HLA-B*27 homozigotlugu klinik tabloyu etkilememesine ragmen, hastalik olusum
riskini 3 katina ¢ikartmaktadir (6).

Monozigotik ve dizigotik ikiz ¢alismalarinda, AS’ye % 90 yatkinligin genetik olarak
baglantili oldugu hesaplanmistir. Boylece, genel popiilasyonda sadece % 0.1 goriilme sikligt
ile karsilastirildiginda monozigotik ikizler ve birinci derece akrabalar arasinda AS igin
tekrarlanma riski sirastyla % 63 ve % 8.2°dir. Riskin yaklasik olarak iicte biri HLA-B*27’ye
geri kalani (yani 2/3) hem MHC hem de MHC dis1 bolgeleri de igeren diger 15-50 genle
iliskilendirilmektedir. GWAS’dan elde edilen en dikkate deger bulgular 2007°de Welcome
Trust Vaka Konsorsiyumu ve Australo-Anglo-American Spondilit Artirit Konsorsiyumunda
(WTCC-TASC) ilk kez yapilan ¢alismadir. Bu ¢alisma kapsaminda, 1000 AS hastast ve 1500
saglikli birey ele alinmis ve 14436 kodlanan tek niikleotid polimorfizmini (SNPs)
incelenmistir. GWAS’dan elde edilen veriler, ER aminopeptidasel (ERAP1) ve interleukin 23
reseptor (IL-23R) ile giiglii baglantiyr kanitlamistir (22). 2011 tarihinde yapilan TASC
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calismasi daha genis kapsamli olup 2053 AS vakasi ile 5140 saglikli bireyi igermektedir.. Bu
calismalara ilaveten yapilan bagka calismalar ile 11 gen daha belirlenmistir; RUNXS,
TNFR1/LTBR, IL-12B, PTGER4, TBKBP1, ANTXR2, CARD9, IL-1R2, TRADD, STAT3 ve
KIF21B. Bu genler, AS patogenezinde IL-23 yolaginin énemli oldugunu gostermektedir (23,
24).

ERAP1 ve Ankilozan Spondilit le Iliskilendirilmesi

ERAPI1; HLA smif I molekiiliine baglanabilmesi amaciyla uygun uzunluga inmek i¢in
ER peptidleri kesmek birincil gérevi olan aminopeptidaz enzimdir. Ilging bir seklide,
WTCCC2-TASC ¢alismasi, ERAP1 AS hastalik iligkisinin B*27 (+) vakalarla sinirlandigini
kanitlamistir. Bu bulgular, poligenik hastaliklarda gen-gen iligkisinin ilk 6rneklerinden birini
sunar. AS patogenezinde HLA-B*27, hiicre biyolojisi ve antijen sunucu fonksiyon merkezi
durumunda yer alir (25, 26).

Peptidlerin 8 veya 9 aminoasitlik ayr1 pargalara boliinmesinde, ERAP1’in molekiiler
bir yonetici olarak gorev aldig1 goriiliir. A¢ik ve kapali konformasyonlarda ERAP1 kristal
yapilarinin giinlimiizdeki belirlenmeleriyle, teori gelecek destegi kazanmistir. Hastalik
patogenezi ile iliskide, AS-baglantili fakat biiyiik olasilikla koruyucu alel olan rs31087
(K528R), polimorfizmi, azalmis peptid kesme yetenegine sahip olabilir (27). Cesitli
aciklamalar tartisilan ERAP-hastalik baglantisini agiklamak i¢in 6nerilebilir. Boylece, ERAP1
fonksiyonundaki azalma HLA-B*27’ye baglanabilen peptid ¢esidini degistirecektir. ERAP1
fonksiyonundaki azalma sirasiyla artritojenik peptid (artrite yol acan peptid) sunumunun ve

ER’de yanlig katlanmigs HLA-B*27 kompleks olusumunun azalmasini saglar.

IL-23R ve AS Tle Iliskilendirilmesi

Interleukin-23R (IL-23R); genellikle hafiza T hiicreleri, aktive olmus T hiicreleri, T
hiicrelerin klonal ¢ogalmasiyla olusan yeni T hiicreleri ile dogal oldiiriicii (NK) hiicreler
tarafindan eksprese edilen sitokin reseptoriidiir. IL-23R, az da olsa dendritik hiicreler,
makrofajlar ile monositlerde de eksprese olmaktadir. IL-23R ve AS iliskisi ilk kez WTCCC-
TASC c¢alismasiyla gosterilmis olsa da daha sonra yapilan bir ¢ok popiilasyon ¢aligmalariyla
da desteklenmistir (28).

IL-23/IL-23R sinyal yolagi, pro-inflamatuar Th17 CD4 T-hiicrelerinin terminal
farklilasmasi icin esastir. IL-23R’nin AS patogenezinde rol aldigmin gosterilmesi, Th17

hiicrelerin de AS patogenezinde etkili oldugunun bir kanitidir. IL-23R’nin rol aldig1 yolakta
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gorevli olan STAT3, IL-12B, CARD9 ve PTGERA4 genleri de yine potansiyel hedefler olarak
incelenmektedir. IL-23R’nin AS ile iligkisinin gosterilmesinin ardindan, IL-23R ile diger

otoimmiin hastaliklarin olasi iliskilerinin arastirildigi ¢alismalar da 6nem kazanmustir (29, 30).

MEFV GENi

Mediterranean Fever (MEFV) geni 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3)
yerlesmis olup 781 aminoasitli pyrin proteinini kodlamaktadir (Sekil 4). Ilk kez 1997 yilinda
Ailevi Akdeniz Atesi (Familian Mediterranean Fever —-FMF) Hastalari’nda MEFV geninde
mutasyon oldugu gosterilmis ve aralarindaki iliski ispatlanmistir (31, 32). MEFV geninin
kodladigr proteine 1997 yilinda iki ayr1 uluslararasi aragtirma grubu tarafindan isim
verilmistir (Fransiz FMF Konsorsiyumu ve Uluslararasi FMF Konsorsiyumu). Proteine
Fransiz grubu “’Marenostrin: Akdeniz”, diger grup ise “Pyrin: Ates” ismini vermistir (32).
Pyrin proteinin, AAA ataklar1 basladiginda inflamasyonun oldugu bdlgede nétrofillerin
aktivitesini kontrol ettigi ve inflamasyonu inhibe etmekle gorevli oldugu belirtilmistir (31).

Fransiz ve Uluslararasi Konsorsiyum tarafindan 1997°de tanimlanan MEFV geni

otoinflamatuar bir hastalik olan AAA’da bilinmeyen bir igleve sahiptir (33).

Sekil 4. MEFV geninin 16. Kromozomun kisa kolu iizerinde lokalize oldugu yer (34)
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Ulkelere Gore Sik Gériilen MEFV Mutasyonlari (19)
Israil

Kuzey Afrikali Yahudiler; M694V, E148Q

Irakli Yahudiler; V726A, p.M694V, p.E148Q, p.M680I
Askenazi Yahudileri; E148Q, p.V726A

Orta Dogu

Araplar; V726A, p.M680I, p.M694V, p.M6941, p.E148Q
Tiirkiye

Tiirkler; M694V, p.M6801, p.V726A, p.E148Q
Ermenistan

Ermeniler; M694V, p.M680I, p.V726A, p.E148Q
Japonya

Japonlar; M694l, L110P, E148Q, R761H, E84

Pyrin Proteini

Mediterranean Fever geni pyrin proteinini kodlamaktadir. Mutasyon sonucu Pyrin
proteininde meydana gelen degisiklikler, apoptozis siirecine girmesi beklenen 16kositlerin
yasamaya devam etmesine ve bunun sonucunda c¢ok hafif bir etkilesimde bile siddetli
inflamasyon ortaya ¢ikarmasina neden olmaktadir (35, 36).

Inflamasyon olusumunda rol oynayan en dénemli faktdrlerden biri Interlokin 1 (IL-
1)’dir. Tip 1 ve Tip 2 olmak tizere iki gesittir. Tip 1 IL-1 reseptorii T hiicreleri, monosit,
fibroblast, kondrositler ve sinovyal hiicrelerde eksprese olurken Tip 2IL-1 nétrofiller,
Bhiicreleri ve makrofajlarda eksprese olur (37).

Pyrin proteini 4 farkli bolge igerir. Bunlar, N-terminal ucundaki 92 amino asitlik
pyrin domaini (PYD), C-terminal ucundaki B30.2/rfp/SPRY domaini, bunlarin arasina yer
alan B-box ve coiled-coil (CC) kisimlaridir (Sekil 5) (38).
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Sekil 5. a) MEFYV gen ekzonlari, b)Pyrin protein domainleri (39)

Cesitli proteinlerde de yer alan amino terminal bdlgesine benzer proteinlere pyrin
domaini (PyD) ad1 verilmistir (9). Oliim domaini siiper ailesinine ait PyD 95 amino asitten
olusmaktadir. Oliim etkileyici domainleri (death effector domains, DED) ve kaspaz iyilestirici
domainleri (caspase recruitment domains, CARD) apoptosis ve inflamasyon yolaklarinda
yeralan proteinlerle etkilesebilmektedir. PyD ve CARD proteinleri birleserek kiigiik bir
adaptor proteini olan “apoptosis speck proteini” (ASC)‘yi olusturmaktadirlar.

Apoptosis speck proteini ii¢ yolakta gorev alir;

1- Apoptoz

2- Interlokin-1 beta islenmesi

3- Prokaspaz-1’in islenmesi ve salgilanmasi (Sekil 6) (40).

Inflamasyon

[Atesl  {a»
(2] @
/ IL-1 |$|Enmes|n|n baskilanmas:
==
~ ) A8 = 3 3 2?
1~ eg
"

ﬁ pyrin

Proinflamatuwvar sitokinler Antiinflamatuvar sitokinler
IL-1, IFM-y, TNF-x ve LPS IL-4, IL-10 ve LPS

Sekil 6. Pyrin proteini ile ASC arasindaki iliskinin sematik gosterimi. A: LPS ve
proinflamatuar sitokinler ASC’yi tetikleyerek prokazpaz-1’i aktive
ederek inflamasyonu baslatmaktadir. B: LPS ve antiinflamatuar
sitokinlerin pyrini tetiklemesi sonucu pyrin ASC’ye baglanarak ASC’nin
diger baglantilarin1 baskilar ve IL-1 islev yapamaz.
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Apoptosis speck proteinin aktif rol aldigi nétrofillerde, ASC pyrin ile baglanir ve
indiiklenmis apoptozisi modiile eder. ASC tek basina ya da molekiiler bilesiklerle,
birbirleriyle iliskili bulunan CARD-CARD etkilesimleri sayesinde kaspaz-1’in
inaktivasyonuna neden olarak pro-inflamatuar oto katalizi indiiklemektedir (41). Yapilan
calismalarda inflamasyonun olustugu bdlgelerde bulunan nétrofillerde ASC ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir.

Apoptosis speck proteini aktivasyonu Fas ligand1 ile artarken, Fas aracili
indiiksiyonun kaspaz inhibitorii ile inhibe edildigi saptanmistir. Fas ligandi, tiimor nekrozis
faktor (TNF) ailesinin trans membran ailesine {liye bir ligand/reseptordiir. Kendi reseptdriine
baglanarak apoptozisi indiikleyici etkisi vardir (42, 43).

Pyrin proteini sematik goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 7) (44).

LE b ﬁ}

Sekil 7. Pyrin proteini sematik goriintiisii (44)

OTOINFLAMATUAR HASTALIK

Otoinflamatuar hastaliklar, inflamasyon ataklariyla karakterize olan hem kalitsal hem
de multifaktoryel bozukluklar: igeren hastaliklar grubudur. Bu hastaliklar daha 6nce kalitsal
ates sendromlar1 olarak isimlendirilmis ancak her atak sonucu atesin olusmadiginin
gozlenmesi sonucunda bu terminoloji “otoinflamatuar hastaliklar” olarak degistirilmistir (45,
46).

Otoinflamatuar ve otoimmiin hastaliklar birbirine benzer klinik 6zellikler gosterseler
de otoimmniin hastaliklarda rastlanan antijene Ozgii T hiicreleri ve otoantikorlara
otoinflamatuar hastaliklarda rastlanmamaktadir. Otoimmiin hastaliklar sonradan kazinilmig
bagisiklik sistemi ile ilgili sorunlardan kaynaklanirken otoinflamatuar hastaliklar dogal
bagisiklik sistemi ile iligkilidir (46).

Otoinflamatuar hastaliklarin olusum mekanizmasi, apoptozis siirecine girmesi
beklenen I6kositlerin, mutasyon sonucunda pyrin proteininde meydana gelen degisiklikler
sonucu yasamaya devam etmesi ve bunun sonucunda ¢ok hafif bir etkilesimde bile siddetli

inflamasyon ortaya ¢ikarmasina dayanmaktadir. Ayrica sitokin salinimi sirasinda ortaya ¢ikan
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problemler de apoptozis mekanizmasinin bozulmasina sebep olarak nétrofillerin siirekli etkin
halde kalmasina ve boylece inflamasyon olusumuna yol agmaktadirlar (46).

Notrofiller, inflamasyon olusumu sirasinda gorev alirlar. Otoinflamatuar hastaliklarda
notrofillerin kan ve dokulardaki sayilarinda ciddi bir artis gozlenir. Kalitsal periyodik
hastaliklarda ataklar sirasinda kandaki notrofil miktar artar, ancak atak sonrasi bu say1 yine
normale doner.

Pyrin proteininin PYD domaini ile ASC proteinin PYD domaini birbirine baglanarak
kompleks bir yap1 olustururlar. Bu birlesme sonucunda ASC proteinin, CARD domaininin
prokaspaz-1’e baglanarak kaspaz-1’in inaktive ettigi disiinilmektedir. Pyrin proteininde
meydana gelen mutasyonlar sonucu bu inaktivasyonun azalmasi veya tamamen ortadan
kalkmas1 sonucu kaspaz-1’in aktif hale gelmesiyle Interlokin-1 alfa ve apoptozis yolag:
uyarilir. Bu uyarilma sonucu siirekli inflamasyon olusumu ve bdylece otoinflamuar ataklarin

meydana geldigi diisiiniillmektedir (47).

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) ve MEFYV geni iliskilendirilmesi

Ailesel akdeniz atesi, 6zellikle Arap, Ermeni ve Tiirk populasyonunda goriilen ve
kalitsal olarak otozomal resesif etki gosteren otoinflamatuvar bir hastaliktir. AAA; karin
agrist, eklem agrist ve tekrarlayan ates seklinde klinik komplikasyonlar gostermektedir.
AAA’nin iki fenotipi vardir: Tip 1 ve tip 2 (35, 36).

Ailesel akdeniz atesi tip 1; ates, peritonit, sinovit, plorezi, nadiren perikardit ve
menenjit inflamasyon tekrarlayan kisa ataklari ile karakterizedir. Belirtileri ve siddeti her
bireyde farklidir, hatta bazen ayni ailenin iiyelerinden etkilenen bireyler arasinda bile farklilik
gosterir. Ailesel akdeniz atesi tip 2’nin ilk klinik belirtisi amiloidoz goriilmesidir (48).

Ailesel akdeniz atesi hastaligi, MEFV adi verilen gen tarafindan kodlanan Pyrin
proteinindeki hatalar sonucu ortaya gikmaktadir. inflamatuar yolakta gorevli olan Pyrin’in
islevi tam olarak bilinmese de yapilan calismalar sonucu inflamasyonu baskilayici bir rol
oynadig diistiniilmektedir (48).

Ailesel akdeniz atesinde en sik goriilen 4 mutasyon olan M6801, M694l, M694V ve
V726A yanlis anlamli mutasyonlar1 (missense mutasyon) pyrin proteininin karboksi terminal
bolgesinde yer almaktadir (Sekil 8). Vakalarin biliyiik bir kisminda etnik koken
Oonemsenmeksizin bu mutasyonlarin sorumlu oldugu belirtilmistir (39). Belirtilen bu 4 yanlis

anlamli mutasyon genin 10. ekzonundadir ve bu ekzon mutasyonlar igin hassas bir bdlgedir.
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Frekans bazinda degerlendirildiginde, 10. ekzondaki bu 4 mutasyon, MEFV geninde rastlanan
AAA ile iligkili mutasyonlarin %85’ini olusturur (49).

Pyrin ME94AY

E1480Q M680I MES4!

—V726A

Sekil 8. MEFV mutasyonlarinin pirin proteininde karsihk geldigi yerler (50)

Ailesel akdeniz atesi hastalarinin birgogunda MEFV geninde mutasyonlar mevcuttur.
Graniilositler, monositler, dendritik hiicreler ile sinovial, peritonal, cilt kokenli fibroblastlarda
eksprese olan 781 aminoasitlik pyrin proteinin, interleukin-1p regiilasyonu, NF-xB
aktivasyonu ve apoptoz mekanizmalarinin  aktivasyonu ile dogal bagisikligin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlendigi diistiniilmektedir. Bugiine kadar yetmisten fazla
AAA ile iligkili pyrin mutasyonu rapor edilmistir (51). Bu genetik varyasyonlarin neredeyse
tamami korunumlu yanlis anlamli mutasyonlardir ve patojenik mekanizmalar1 tam olarak
aciklanamamustir.

Mutasyonlarin birgogu, B30.2 karboksil ucunu kodlayan ekzon 10 ya da PRY-SPRY
domaininde meydana gelir. Son zamanlarda kesfedilen SPRY yapisina gore, en azindan bazi
mutasyonlar B-sandwich yapisiyla eslesmektedir; boylece kaspaz-1 ile olan etkilesimde
oldugu gibi protein-protein etkilesimlerine zarar veren bir SPRY-domaini ortaya ¢ikmaktadir
(52, 53).

Mediterranean fever geninin karboksil ucunun hedefe yonelik kesilmesiyle elde edilen
pyrin proteinini hipomorfik olarak ekprese eden fare modellerinde yapilan bir ¢aligmada,
homozigot mutant farelerin bakteriyel lipopolisakkaritlere (LPS) asir1 duyarlilik gosterdigi
bildirilmigtir. Ayn1 batinda dogan farelerin karsilagtirilmasinda ise, LPS ve IL-4 ile uyarilma
sonucu, mutant farelerin makrofajlarindaki pyrin ekspresyonu, yabanil tip farelerinkine oranla
cok daha disiiktiir. Ayrica, atak ge¢irmedikleri donemlerde, AAA hastalarinin periferik
kanindan elde edilen Iokositlerdeki MEFV mRNA ekspresyonu ile saglikli kontrollerin
periferik kanindan elde edilen I6kositlerdeki MEFV mRNA ekspresyonu karsilagtirildiginda,
FMF hastalarinda ekspresyonun daha diisiik oldugu rapor edilmistir (39).
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GEREC VE YONTEMLER

GERECLER

Etik Kurul Onay:
Calismamiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul tarafindan, arastirmanin
amaci, gerekcesi, gere¢c ve yontemler ile goniillii bilgi metni incelendikten sonra Bilimsel

Arastirma Degerlendirme Komisyonu tarafindan 08.06.2011 tarihinde 12/15 karar numarasi

ve sayili belge (TUBADK 2011/129) ile onaylanmistir (Ek 1).

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
Calismamizdaki olgulara arastirmanin igerigini anlatan, kisilere uygulanacak islemler
hakkinda bilgi veren, “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” kullanildi. Hasta ve kontrol

grubu olgularinin her birinden uygulanacak islemler i¢in onay alinmistir (Ek 2).

Hasta Grubu

Calismaya Eyliil 2011- Agustos 2012 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizik Tedavi Rehabilitasyon Anabilim Dali Poliklinigi’ne bagvuran Uluslararasi
Calisma Grubunun tam kriterlerine gore yeni AS tanis1t konmus veya AS tanisi konmus ve
tedavisi devam eden hastalar dahil edilmistir.

Hasta grubu, Trakya Bolgesi’nde yasayan, herhangi oto-inflamatuar bir hastalig
olmayan ve birbirleri ile akrabalik iligkisi bulunmayan 14 kadin ve 36 erkek HLA-B*27 (+)
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50 AS hastasi, 11 kadin ve 19 erkek HLA-B*27 (-) 30 AS hastasi olmak {izere toplam 80
kisiden olugmaktadir.

Hasta grubu 6zellikleri;

- 18 yasindan giin almis olmak,

- Birbirileri ile akrabalik iligkisinin olmamast,

- Herhangi bagisiklik sistemi hastalig1 tanist almamis olmak,

- Hamile olmamak,

- HLA-B*27 pozitif ve HLA-B*27 negatif klinik tan1 kriterlerine gére AS tanisi almis
olmak.

Kontrol Grubu

Kontrol grubuna Trakya Bolgesi’nde yasayan, 18 yasindan biiyiik, herhangi bir oto-
inflamatuar hastalig1 olmayan, HLA-B*27 (-), 17 kadin ve 33 erkek birey olmak iizere toplam
50 kisi dahil edildi.

Calismaya dahil olan hasta ve kontrol grubundaki tiim bireylere ¢alisma hakkinda bilgi
iceren ve onayinin alindigini belgeleyen “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu™ imzalatildi.

Kontrol grubu ozellikleri;

- 18 yasindan giin almis olmak,

- Birbirileri ile akrabalik iliskisinin olmamasi,

- Herhangi bir bagisiklik sistemi hastalig1 tanist almamis olmak,

- Hamile olmamak

- HLA-B*27 negatif olmak, klinik tan1 kriterlerine gére AS tanis1 konmamis olmak

Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
Kullanilan cihazlar

- PCR (GeneAmp PCR Sistem 9700)

- Otomatize DNA izolasyon cihazi (Qiagen)

- Sekans cihazi (Pyromark,Qiagen)

- Vorteks (Yellow Line)

- Isitic1 (VWS)

- Santrifiij (Heraeus)

- Mikrodalga firin (Argelik)

- Yatay Elektroforez Sistemleri (Thermo Scientific)
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Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat)

Hassas terazi (Scaltec SPB 31)

Buzdolaplari: (-) 20 °C derin dondurucu (Argelik), (+) 4 °C sogutucu (indesit)
- FMF Mutasyon Tarama Kiti (Pyromark)

Sarf Malzemeler:

- DNA izolasyon kiti (Qiagen)

- Olerup SSP HLA-B*27 kit

- DNA Taq Polimeraz 5 u/ul, (Fermentas)
- Agaroz

- 10xTBE buffer, Liquid, 500 ml, Multicell
- Etidium bromid: 10mg/ml, Biomatik,

- Agaroz jel yiikleme tampon

- Pyrosequencing FMF Primer kiti (Qiagen

YONTEMLER

Periferik Venoz Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen kisilerin periferik venlerinden 4 cc ven6z kan
EDTA’l1 tiiplere alindi ve DNA izolasyon kiti (Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin
belirledigi protokole uygun olarak DNA’lar otomatik DNA izolasyon cihazi ile izole edildi.

Analiz zamanina kadar ornekler -20 C°’de muhafaza edildi.

Genomik DNA’larin Spektrofotometrik Ol¢iimleri
Genomik DNA’lar NanoDrop ile 260-280 nm dalga boylarinda 6l¢iildii, dalga boyu
120-50ng arasinda olan genomik DNA ornekleri ¢alismaya dahil edildi.

HLA-B*27 Testi

Bu calismada hastalardan ve kontrol grubundan elde edilen DNA’lardan ilk agsamada
Polymerase Chain Reaction-Sequence-Specific Primers (PCR-SSP) yontemi ile HLA-B*27
alellerine bakildi. HLA-B*27 genotiplendirmesinde diisiik rezoliisyonlu Olerup SSP kiti
kullanildi. Amplifikasyonda GeneAmp PCR Sistem 9700 (Applied Biosystems) kullanildi.
PCR-SSP yonteminde diziye 6zgii primerler ile amplifikasyon yapilarak 0.5’lik TBE ile % 2
agaroz jelde, 160 volt, 450 amp., 10 dakika elektroforez uyguldi. Daha sonra jel
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elektroforezde yiiriitiilen PCR iiriinleri Score bilgisayar yazilim programinda pozitif bantlar
degerlendirildi (Sekil 9).

PCR Program

94°C'de 2 dak. 1 siklus

94°C'de 10 sn.
} 10 siklus

65°C'de 1 dak.

94°C'de 10 sn.

61°C'de 50 sn. 20 siklus
72°C'de 30 sn.
(+)4°C'de sonsuz

Sekil 9. PCR-SSP yontemi jel goriintiisii. Alt sirada en sonda yer alan iki
kuyucuktan ¢ift banth olan HLA-B*27 pozitif kontrol ve en sonda yer
alan tek bant HLA-B*27 negatif kontrol’dur.

Mediterranean Fever Gen Mutasyon Analizi
Mediterranean fever gen mutasyonlarinin tespiti amaci ile Pyrosekans yontemi
kullanilmistir. Pyrosekans yontemi iki asamadan olugmaktadir. Birinci agsamada ¢ogaltilmak

istenen gen bolgeleri PCR ile amplifiye edilir. Ikinci asamada amplifiye edilen gen
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bolgelerine 6zgii sentetik oligoniikleotidler (primerler) kullanilarak verilen protokola uygun
pyrosekans teknigi uygulanir.

Mutasyon analizinde Pyrosequencing FMF Primer Kiti (Qiagen) kullanildi. FMF kiti
ile ekzon 2, 3, 5 ve 10 bolgeleri analiz edildi.

FMF Pyrosequencing Testi ile hastalarda ve kontrol grubunda sirasiyla ile E148Q,
P369S, H478Y, F479L, S675N, G678E, M680I (G>C), M680I (G>A), M680L, T681l,
1692del, M694V, M6941, M694L, K695R, K695M, R717S, 1720M, V722M, VT726A, A744S,
ve R761H mutasyonlar1 heterozigot veya homozigot olarak belirlenmistir. Mutasyonlarin

ekzonlara gore dagilimi Tablo 5’de gésterilmistir.

Pyrosequencing Calisma Prensibi
FMF Pyrosequencing Testi ile 6rnek basina 8’11 PCR stripi kullanilarak PCR yapilir.
PCR reaksiyonundan sonra drnek basina sekiz pyrosequencing reaksiyonu uygulanir.
Okunan diziler protokolde verilen tespit edilmis mutasyonlarla karsilagtirilarak hastada
var olan mutasyonlar saptanir. Analiz islemi sirasinda elde edilen veriler Ek-3’te verilen

diziler ile karsilastirilir.

FMF Pyrosequencing Kkiti calisma prosediirii
1. Basamak: PCR
1) Bir stripin 8 tiipiine konsantrasyonu yaklasik 2 ng/ul’ye ayarlanmis DNA 6rneginden
5’er ul eklenir.

2) Reaksiyon Tablo 3’teki protokole gore uygulanir.

Tablo 3. PCR protokolii

Aktivasyon basamagi 95°C 15 dakika
3 asamal dongii:

Denaturation 94°C 30 saniye
Annealing 60°C 30 saniye
Extension 72°C 30 saniye

Dongii sayisi: 45
Final extension 72°C 10 dakika
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2. Basamak: Pyrosequencing

1)

2)

Streptavidin Sepharose bilyelerini i¢eren tiip nazik bir sekilde ¢alkalanarak homojen
bir soliisyon elde edilir.

Tablo 4’te gosterildigi sekilde bir mastermix hazirlanir.

Tablo 4. Mastermix icerigi

Bilesen Miktar/ornek 24 ornek icin
Streptavidin Sepharose bilyeler 2 ul 2x26=52ul
Binding Buffer 40 pl 40 x 26 = 1040 pl
Ultrapure H.O 28 ul 28 x 26 =728 pl
Toplam 70 i
3) 24 kuyucuklu PCR plate’i veya strip kullanarak her bir kuyucuga 70 pl mastermix
konulur.
4)  Her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR iiriiniinii eklenir. Her bir 8’li sira bir hastaya
ayrilmistir ve bu sira PCR stripi ile ayni siradadir.
5) PCR plate’inin veya striplerin kapagini sizdirma olmayacak sekilde kapatilir.
6) Plate veya stripleri birkag kere ters-yiiz ettikten sonra c¢alkalayiciya konulur ve oda
sicakliginda 1400 rpm’de 10 dakika ¢alkalanir.
7) Q24 Plate’in her bir kuyucuguna 2.5 pl sekans primeri ve 22.5 ul annealing buffer
eklenir.
8)  PCR plate veya striplerini ve Q24 plate’i ayn1 oriyantasyonda olmasina dikkat
ederek vakum c¢aligma alaninda ilgili yerlere yerlestirilir.
9) Vakum pompasinin diigmesini ve el {initesinin Gistiindeki vakum anahtarin1 agilir.
10) Filtre problarini PCR plate’in veya striplerin dikkatlice listiine getirerek tiiplerin igine

daldirilir ve 15 saniye kadar tutarak bilyeleri yakalamasi saglanir.

(*) Sepharose bilyeler ¢ok ¢abuk ¢oktiigiinden PCR plate veya striplerin ¢alkalanmasi

bittikten sonraki 1 dakika igerisinde yapilmalidir.

11)
12)

El iinitesini % 70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletilir.
El iinitesini sirasiyla “Denaturation Solution” iceren kaba daldirarak 5 saniye,

Washing Buffer” iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletilir.
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13) El iinitesini dikey bicimde 90°’yi gegkin bir aciyla 5 saniye tutarak filtre
problarindan sivinin uzaklastirilmasini saglanir.

14) El iinitesini Q24 plate tlizerine getirip orda tutarak tinitenin tstiindeki vakum
anahtarii ve vakum pompasinin diigmesini kapatilir.

15) El iinitesinin problarint Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafifge sallayarak bilyeleri
sekans primerini igeren buffer’a birakilir.

16) El iinitesini su igeren kaba daldirarak 10 saniye calkalanir.

17) El iinitesini dikey bigimde 90°’yi geckin bir agiyla 5 saniye tutarak filtre
problarindan sivinin uzaklastirilmasini saglanir.

18) Q24 plate’i onceden 80°C’ye getirilmis plate holder tizerine koyarak 80°C’de 2
dakika bekiletilir.

19) Q24 plate’i plate holder tizerinden kaldirarak oda sicakliginda 15 dakika bekletilir.

20) Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve susbtrati
kartusa konulur.

21) Kartus cihazda yuvasina dikkatli bir sekilde konulur. Yerine yerlestirilir

22) Onceden hazirlanan Run dosyas1 USB’ye yiiklenir ve cihaza takilir. Cihaz galistirilir

23) Caligma bittikten sonra ve cihaz analiz dosyasinin USB’ye kaydedilir, bilgisayarda

analizi yapilir.

Analiz sonucunda Sekil 10°daki gibi grafik elde edilir ve mutasyonlarin

karsilastirilmasi yapilir.

Az 44%
T: BE&ES

I8l .L_r\.‘

—_—

Sekil 10. FMF Pyrosequencing analiz degerlendirmesi icin 6rnek grafik
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Pyrosekans, DNA sentezi sirasinda agiga ¢ikan pirofosfat’larin belirlenmesi esasina dayanan
bir real-time kantitatif dizi analizi teknigidir. Islem PCR fiiriinlerinin tek zincir DNA (ssDNA)
ya doniismesi ile baslar. Tek sarmal DNA kalip olarak kullanilmak iizere izole edilir, her bir
primer ¢ifti biotin ile 5' ucundan isaretlenir. Aciga ¢ikan pirofosfat; ATP siilflirylase yardimi
ile ATP’ye cevrilir. Ortamda olusan ATP’ nin yardimu ile liisiferin, oksiliisiferin’e doniisiir.
Oksilisiferin, gorlinlir bir 151n agiga ¢ikarir. Ortaya ¢ikan bu 1sin miktart ATP miktan ile
orantilidir. Olusan 151n CCD (kizil 6tesi) kamera ile tespit edilir ve seri tepecik seklinde
kaydedilir. Isin ekranda bir yiikseklik veya tepecik seklinde gozlemlenir. Her bir tepecigin

yiiksekligi eklenmis olan niikleotid sayisiyla dogru orantilidir.

Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi

No Mutasyon Ekzon
1 E148Q 2
2 P369S 3
3 H478Y 5
4 F479L 5
5 S675N 10
6 G678E 10
7 M680I (G>C) 10
8 M680I (G>A) 10
9 M680L 10
10 T681I 10
11 1692del 10
12 M694V 10
13 M6941 10
14 M694L 10
15 K695R 10
16 K695M 10
17 R717S 10
18 1720M 10
19 V722M 10
20 V726A 10
21 AT44S 10
22 R761H 10
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BULGULAR

Calisma Grubu

Calisma grubu, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Laboratuarma gonderilen 130 kisiden olusturuldu. Hasta grubu Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizik Tedavi Ve Rehabilitasyon boliimiinden AS tanist konmus 80 kisi, kontrol
grubu ise saglikli 50 kisi olarak belirlenmistir.

Yapilan mutasyon analizleri sonucunda HLA-B*27(+) AS olup MEFV mutasyonu
tastyan 12 hasta, HLA-B*27(-) AS olup MEFV mutasyonu tasiyan 5 hasta ve saglikli olup
MEFV mutasyonu tagtyan 3 kisi tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki mutasyonlarin

dagilimi asagida Tablo 6°da gosterilmistir.

Tablo 6. Hasta grubu ve mediterranean fever geni mutasyonlarmin dagilinm

Genotip HLA-B*27(-) AS HLA-B*27(+) AS Saghkh Kontrol
V726A 1 1 2
AT44S - - 1
E148Q 1 4

E148Q/P369S 1

G678E/M694V 1
1720M 1
K695M - 2

K695R/K695M 1 ;

M694V 2 1

M694V/M608I 1

Hasta gruplarinda tespit edilen mutasyonlar karsilastirildiginda, HLA-B*27 (+)/(-)
oldugu gozetilmeksizin 80 hastadan 17°sinde MEFV mutasyonu saptanmustir. 17 kigiden 4’iin

de iki farkli heterozigot mutasyon vardr.
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Asagidaki sekilde MEFV mutasyonlarinin AS hastalarinin gruplandirilmasina gore
dagilimi gosterilmistir (Sekil 11).

2 B HLA-B*27(-) AS

15 B HLA-B*27(+)AS

I m Saglikh Kontrol
S

Sekil 11. Ankilozan spondilit hastalarinda tespit edilen mediterranean fever geni

mutasyonlarinin dagilimlar:
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HLA-B*27(+) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 2 ve ekzon
10 mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(+) AS hasta grubunda saglikli kontrol
grubuna gore MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak yiiksek saptandi (p=0,012)

(Tablo 7).

Tablo 7. HLA B*27(+) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan MEFV

Ex.2 ve Ex.10 mutasyonlari genotip frekanslari

MEFV Ex. 2 ve Ex. 10
Mutasyonu
Mutasyon(-) | Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 38(76%) 12(24%) 50(100%)
HLA B27 Pozitif
Kontrol Grubu 47(94%) 3(6%) 50(100%)
p 0,012
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HLA-B*27(-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 2 ve ekzon 10
mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(-) AS hasta grubunda saglikli kontrol

grubuna gére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel anlamli olmadig1 saptandi (p=0,124)
(Tablo 8).

Tablo 8. HLA B*27(-) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan MEFV

Ex.2 ve EX.10 mutasyonlar: genotip frekanslari

MEFV
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n (%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 25(83,3%) 5(16,7%) 30(100%)
HLA B27 Negatif
Kontrol Grubu 47(94%) 3(6%) 50(100%)
Y 0,124
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HLA-B*27(+) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon
10 mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(+) AS hasta grubunda saglikli

kontrol grubuna gére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel anlamli olmadigi
saptand1 (p=0,182) (Tablo 9).

Tablo 9. HLA B*27(+) AS hasta grubu ile saghklh kontrol grubunda saptanan MEFV

EX.10 mutasyonlari genotip frekanslari

MEFV Ex.10
Mutasyon(-) | Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 43(86%0) 7(14%) 50(100%)
HLA B27 Pozitif
Kontrol Grubu 47(94%) 3(6%) 50(100%)
p 0,182
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HLA-B*27(+) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 2
mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(+) AS hasta grubunda saglikli kontrol

grubuna gére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak yiliksek (p=0,022) saptandi
(Tablo 10).

Tablo 10. HLA B*27(+) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan MEFV

EX.2 mutasyonlari genotip frekanslari

MEFV Ex.2
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 45(90%) 5(10%) 50(100%)
% HLA B27 Pozitif
Kontrol Grubu 50(100%) 0(0%) 50(100%)
p 0,022
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HLA-B*27(-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 10
mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(-) AS hasta grubunda saglikli kontrol
grubuna gére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel anlamli olmadigi saptandi (p=0,261)

(Tablo 11).

Tablo 11. HLA B*27(-) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan MEFV

geni Ex.10 mutasyonu genotip frekanslari

MEFV Ex. 10
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)

Hasta Grubu 26(86,7%) 4(13,3%) 30(100%0)
HLA B27 Negatif
Kontrol Grubu 47(94%) 3(6%) 50(100%)
Kontrol
Y 0,261
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HLA-B*27(-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 2
mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve HLA-B*27(-) AS hasta grubunda saglikli kontrol

grubuna gore MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi

(p=0,194) (Tablo 12).

Tablo 12. HLA B*27(-) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan MEFV

geni Ex.2 mutasyonu genotip frekanslari

MEFV Ex. 2
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 29(96,7%) 1(3,3%) 30(100%)
HLA B27 Negatif
Kontrol Grubu 50(100%0) 0(0%) 50(100%)
P 0,194
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HLA-B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni ekzon 2 ve
ekzon 10 mutasyonlar1 agisindan karsilastirildi ve AS hasta grubunda saglikli kontrol grubuna
gore MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak yiiksek saptandi (p=0,019) (Tablo 13).

Tablo 13. HLA B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saghkh kontrol grubunda saptanan
MEFV (Ex. 2 ve Ex. 10) Mutasyonlarinin genotip frekanslari

MEFV Ex. 2 ve Ex. 10 Mutasyonu
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
Hasta Grubu 63(78,8%) 17(21,3%) 80(100%)
HLA B27 Negatif ve Poztif
Kontrol Grubu 47(94%) 3(6%) 50(100%)
Y 0,19
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HLA-B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu M694V MEFV geni
mutasyonu agisindan karsilastirildi ve AS hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore

MEFV gen mutasyon frekans istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi (p=0,071) (Tablo
14).

Tablo 14. HLA B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saghklh kontrol grubunda saptanan

M694V mutasyonlarinin genotip frekanslari

MEFV Ex. 2 ve Ex. 10 Mutasyonu
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
0, 0,
Hasta Grubu 75(93,8%) 5(6,3%) 80(100%)
HLA B27 Negatif ve Pozitif
0, 0,
Kontrol Grubu 50(100%) 0(0%) 50(100%)
p 0,71
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HLA-B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu E148Q MEFV
mutasyonu agisindan karsilastirildi ve AS hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore

MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0,47) (Tablo 15).

Tablo 15. HLA B*27(+) ve (-) AS hasta grubu ile saghklh kontrol grubunda saptanan

E148Q mutasyonlarinin genotip frekanslari

MEFV Ex. 2 ve Ex. 10 Mutasyonu
Mutasyon(-) Mutasyon(+) Total
n(%) n(%) n(%)
0, 0,
Hasta Grubu 74(92,5%) 6(7,5%) 80(100%)
HLA B27 Negatif ve Poztif
0, 0,
Kontrol Grubu 50(100%) 0(0%) 50(100%)
P 0,81
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Mutasyonlarin yiizdelik dagilimi grafik seklinde asagida verilmistir (Sekil 12-16).

H 1.HLA B*27 (+)/
Mutasyon(-)

2.HLAB*27 (+)/
Mutasyon(+)

Sekil 12. HLA B*27(+) AS hastalarinda ekzon 10 mutasyon Karsilastirmasi

H1.HLAB*27 (+)/
Mutasyon(-)

H2.HLA B*27 (+) /
Mutasyon(+)

Sekil 13.HLA B*27(+) AS hastalarinda ekzon 2 mutasyon Karsilastirmasi

B 1.HLA B*27 (+) ve HLA
B*27 (-)/ Mutasyon(-)

¥ 2.HLA B*27 (+) ve HLA
B*27 (-)/ Mutasyon(+)

Sekil 14. HLA B*27(+) ve (-) AS hastalarda MEFV gen (Ekzon 2 ve 10)

mutasyon karsilastirmasi
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H1.HLAB*27(-) /
Mutasyon(-)

2.HLAB*27 () /
Mutasyon(+)

Sekil 15. HLA B*27(-) AS hastalarinda ekzon 10 mutasyon Kkarsilastirmasi

B 1.HLAB*27(-)/
Mutasyon(-)

m2.HLAB*27 (-) /
Mutasyon(+)

Sekil 16. HLA B*27(-) AS hastalarinda ekzon 2 mutasyon karsilastirmasi
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TARTISMA

Ankilozan Spondilit, etiyolojisi bilinmeyen, kronik, inflamatuar bir hastaliktir.
Tiirkiye’de goriilme siklig1 % 0,49’dur (54). AS klinik, epidemiyolojik ve genetik 6zellikleri
bakimindan Seronegatif Spondilartropati hastalik grubuna dahildir (Tablo 16) (55).

Tablo 16. Seronegatif spondilartropatilerin ortak oézellikleri

- Spinal eklem tutulumu ile sakroiliit ve spondilit olusumu
- Periferal artritin oligoartikiiler ve simetrik olmasi

- Tendon ve ligamentlerin baglanma yerlerinde inflamasyon
olmas1

- Genellikle geng yasta baglamasi

- Romatoid faktor testlerinin negatif olmasi

- Ailesel predispozisyon olmasi ve HLA-B27 iligkisi

MEFV geni, 3505 niikleotid ve 10 ekzondan olusmaktadir. 781 aminoasitten olusan,
arjinin ve lizin aaminoasitleri bakimindan zengin bir protein olan pyrin proteinini
kodlamaktadir (56). MEFV geni iizerinde bugiline kadar yetmisin iizerinde mutasyon
saptanmistir ancak hastalara AAA i¢in tan1 konulurken en sik rastlanan mutasyonlara
bakilmaktadir. MEFV geninin 10.ekzonunda bulunan dort tane (M680I, M6941, M694V,
V726A) ve 2.ekzon lizerinde bulunan bir tane (E148Q) mutasyon AAA hastaliginin sik
gorildiigli toplumlardaki mutasyonlarin % 85'ini  kapsamaktadir (57). Cogunlukla
Ermenilerde ve Araplarda goriilen AAA, oto- inflamatuar bir hastaliktir. AS ve FMF
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hastaliklarinin ~ Tiirkiye’de goriilme olasiliklart yiiksek oldugundan, birlikte goriilme
olasiliklar1 da yiiksektir. Buna ragmen her iki hastaligin birlikte gorildiigii az sayida
literatiirde yer almaktadir (58).

Akkog ve ark.’lar1 (2010) tarafindan 62 AS hastasi, 50 saglikli kontrol ve 46 Romotaid
Artrit (RA) hastasint MEFV mutasyonlar1 karsilagtirilmistir. Calismanin sonucunda AS
grubunda mutasyon oraninda kontrol grubuna gore artis saptanmistir. Bunun sebebinin
M694V mutasyon tasiyiciligindan kaynakli oldugu belirtilmistir. (p=0,026) AS’li hastalar ile
saglikli kontrol) (p=0,046) AS’li hastalar ile RA’l1 hastalar) (p=0,008) AS’li hastalar ile
saglikli kontrol ve RA’l1 hastalar) (58).

Cosan ve ark.’lar1 (2010) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 193 AS hastasi ve 103
saglikli kontrol grubunda MEFV gen mutasyonlarinin degerlendirilmesi yapilmistir. Calisma
sonucunda, AS hastalarinda HLA-B*27(-) grupta HLA-B*27(+)gruba gore E148Q MEFV
mutasyonunun arttigi belirtilmistir ancak istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ekzon 10
mutasyonlarindaki artis AS hastalarinda HLA-B*27(-) grupta HLA-B*27(+) gruba gore
istatiksel olarak anlamli bulunmugtur. Tim MEFV mutasyonlar1 AS ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda AS grubundaki artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu ¢aligmanin
sonucuna gore FMF prevelansi fazla olan toplumlarda bulunan AS hastalarinda goriilen
mutasyon sikliginin artis gostermesi gerektigi belirtilmis ve calismanin hasta sayisinin
fazlalastirilarak c¢alisilmasi gerektigini vurgulamislardir (59).

Durmus ve ark.’nin (2009) yapmis oldugu ¢aligmada 80 AS hastast ve 85 saglikli
bireyde strip-assay teknigi ile 12 mutasyon arastirilmistir. 24 AS hastasi ve 17 saglikli bireyde
MEFV gen mutasyonu tespit edilmistir. AS hastalarinda MEFV gen mutasyonu tasima orant,
saglikli kontroller ile karsilastirildiginda, anlamli olarak yiiksek bulunmamistir (p=0,13) (60).
Ancak MEVF mutasyonuna sahip AS hastalarinda klinik seyrin agirlastigi tespit edilmistir.

Kastbom ve ark.’larmin (2013) c¢alismasinda HLA-B*27 antijeni olmaksizin New
York kritelerine uygun 492 hastada iic NLRP3 SNPs (rs35829419, rs4353135, and
rs10733113) ve bir CARDS8 (rs2043211) SNP analizi TagMan assays metodu ile yapilmistir.
Elde edilen sonuclar 793 saghkli birey ile karsilagtirilmistir. Bu calismaya gore Isvec
populasyonunda CARD8-C10X minér aleli olan hastalarda AS riskinin arttig1 belirtilmistir
(p=0,012) (61) .

Oliim domaini grubuna ait CARD proteinleri apoptosis ve inflamasyon proteinlerinin
yapisinda yer alarak protein-protein etkilesimini saglamaktadirlar. CARD, Pyrin proteininin

yapisinda yer alan bir domaindir. Pyrinde meydana gelen mutasyonlar siirekli kaspas
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salinimina neden olur ve inflamasyona yol agar. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada HLA
B*27(+) ve (-) smiflandirma gozetilmeksizin bakildiginda AS hastalarinda MEFV mutasyonu
goriilme siklig1 anlamli istatiksel olarak (p=0,019) anlamli bulundu. Bu demek oluyor ki AS
hastalarinda MEFV gen mutasyonu tagima orani yiiksektir. Kastbom ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada CARDS8’de meydana gelen mutasyonlarin hastalarda AS riskini artirdigi
belirtilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada MEFV mutasyonu tespit edilen AS hastalarinda
CARDS aleline bakilarak aralarinda anlamli bir iliski olup olmadigina bakilabilir.

Yaptigimiz c¢alismada AS tanisi konmus 80 kisi ile inflamatuar bir hastalig
bulunmayan 50 saglikli birey incelendi. Calismaya dahil edilen AS tanis1 konmus 80 hasta;
HLA B*27(+) 50 ve HLA B*27(-) 30 hasta olmak {izere iki ayr1 grup olarak ele alinmistir.
Calisgmamizda AS grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda yapilan 22 MEFV mutasyon
taramasi sonucu anlamli bulunmustur (p=0,019) (Tablo 13 ). 30 HLA-B*27(-) AS hastasi ile
kontrol grubu arasindaki MEFV mutasyonlari incelendiginde hasta sayimizin azligindan 6tiirti
anlamli bir iliski gozlenmemistir. Cosan ve ark.’larmin ¢alismasinin sonucuna gore ise HLA
B*27(-) AS hasta grubunda MEFV mutasyonu goriilme sikligi fazladir.

HLA B*27(+) AS hasta grubu ekzon 10 mutasyon taramasi sonucu saglikli kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir sonug¢ saptanmamakla beraber 80 AS hastasinin
5’inde M694V mutasyonuna rastlanmistir (p=0,071) (Tablol4) (Sekil 13). Akkog¢ ve
ark.’larmin (2010) yapmis oldugu ¢aligsmanin ise bu sonu¢ anlamli bulunmustur.

Yine yapmis oldugumuz c¢alismaya gore AS hastalarinda herhangi bir ayrim
yapilmaksizin bakildiginsa AS hastasi olan kisilerde MEFV mutasyonu goriilme olasiligi
yiiksektir (Tablo 13). HLA-B*27(+) AS hastalarinda ekzon 2’de en ¢ok goriilen mutasyon
E148Q olarak saptanmistir. Bu hastalarda ekzon 10’daki mutasyonlar ile arasinda istatiksel
olarak anlamli bir iligkiye rastlanmaz iken (Tablo 9) ekzon 2 ile anlamli bir iligki

saptanmasinin nedeninin E148Q mutasyonu olabilecegi diistiniilmiistiir (Tablo 10).
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SONUCLAR

Ankilozan spondilit hastaliginda MEFV gen mutasyonu arastirilmasi adina yayinlar
mevceuttur. Ancak yayinlarin biiyiik bir ¢cogunlugunda belirli MEFV gen mutasyonlarina
bakilmistir. Bazilarinda E148Q mutasyonu direk enzim kesimi ile tespit edilmistir. Bu
aragtirmalar genisletilebilir.

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada 130 bireyin her birinde 22 mutasyon
arastirllmistir.  Calismamizin  avantaji HLA-B*27 antijeni smiflandirmas:1 yapilarak
kiyaslamalar yapilmistir. Bu sayede HLA-B*27 antijeni tasiyan ve tasimayan AS hastalari
arasinda MEFV gen mutasyonu tagima orani bakimindan farklilik oldugu tespit edilmistir.
Caligmamiza gore HLA-B*27 antijeni tasiyan hastalarda ekzon 2 MEFV gen mutasyonu
goriilme riski yliksektir. Ayrica antijen tagiyan ve tasimayan olarak ayrim yapilmaksizin
MEFV gen mutasyonu tagima oranina bakildiginda anlamli iliski elde edilmistir (Tablo 17).

Ankilozan spondilit hastalarinda ekzon 3 ve ekzon 5 mutasyonlarinada bakilmis olup

istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemistir.

Tablo 17. Kontrol grubu ile hasta grubu arasindaki mutasyonlarin karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile

karsilastirilan hasta | Ekzon 2 Mutasyonlar1 | Ekzon10 Mutasyonlar | Tiim Mutasyonlar
grubu

B*27(+) Hastalar Anlamh Anlamsiz Anlamh

B*27(-) Hastalar Anlamsiz Anlamsiz Anlamsiz

Tiim Hastalar Anlamh Anlamsiz Anlamh
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Pyrin proteininde meydana gelen mutasyonlar inflamasyona sebep olmaktadir. AS,
otoinflamatuar bir hastaliktir ve inflamatuara neyin sebep oldugu heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Sonug olarak; bu hipotezin dogrulanmasi i¢in hasta ve kontrol grubunun birey sayisi
artirilarak farkli populasyonlarda calisilmasina ihtiya¢ vardir. Diger bir yandan CARDS8 minor
alelinin ve pyrin proteinin aktivasyon ve inaktivasyonundan sorumlu sinyal yolaklarinin AS
hastalarinin iizerinde incelenmesi ongoriisiindeyiz. Bdylece daha anlamli ve destekleyici

sonuclar elde edilecektir.
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OZET

Ankilozan Spondilit (AS), etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, inflamatuar sirt-bel
agrisina neden olan, patogenezinde gevresel, immiinolojik ve genetik faktorlerin rol oynadigi
diisiiniilen aksiyal sistemi tutan, entezitin yani sira eklem dis hatlarimi igeren akut anterior
tiveitlerin olusabildigi, cilt lezyonlar1 ve bagirsak yangilarina neden olan kronik inflamatuar
bir hastaliktir.

Calismamizda HLA-B*27(+) ve B*27(-) AS tamili hastalarda MEFV gen
mutasyonlarinin arastirilmistir. ik asamada hastalardan ve kontrol grubundan elde edilen
DNA’lardan PCR-SSP yontemi ile HLA-B*27 alellerine bakilmistir. Ikinci asamada,
mutasyon analizinde Pyrosequencing yontemi ile MEFV geninde ekzon 2, 3, 5 ve 10 bolgeleri
analiz edilmistir.

Hastalarda ve kontrol grubunda sirasiyla ile E148Q, P369S, H478Y, F479L, S675N,
G678E, M680I (G>C), M680I (G>A), M680L, T681l, 1692del, M694V, M6941, M694L,
K695R, K695M, R717S, 1720M, V722M, V726A, A744S, ve R761H mutasyonlar
heterozigot veya homozigot olarak belirlenmistir

Calismamizda, HLA-B*27(+) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni
ekzon 2, 3, 5 ve 10 mutasyonlar1 agisindan karsilastirilmistir ve HLA-B*27(+) AS hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna gére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak
yiksek saptanmigtir. HLA-B*27(+) AS hasta grubu ile saglik kontrol grubu MEFV geni
ekzon 2 mutasyonlar1 agisindan karsilastirilmistir ve HLA-B*27(+) AS hasta grubunda
saglikli kontrol grubuna goére MEFV gen mutasyon frekansi istatistiksel olarak yiiksek

saptanmistir. AS hasta grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ekzon 2 mutasyon goriilme
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sikligi, ekzon 10’a gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Tiim hastalar, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda ekzon 2 ve 10°da mustasyon goriilme sikligr istatiksel olarak anlamli
bulunmustur

Sonug olarak, hipotezin dogrulanmasi i¢in daha yiiksek sayida hasta ve kontrol grubu
olusturulmalidir. Calismaya dahil edilen kisilerin demografik 6zellikleri (yas, 1rk, hastalagin

siddeti gibi) incelenerek daha dogru veriler elde edilebilir.

Anahtar kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, HLA B-27, Ankilozan spondilit, MEFV,
Pyrin
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INVESTIGATION OF MUTATIONS IN MEFV GENE AMONG HUMAN
LEUKOCYTE ANTIGEN (HLA)-B27 POSITIVE AND B27 NEGATIVE
IN ANKYLOSING SPONDYLITIS PATIENTS

SUMMARY

Ankylosing spondylitis, the etiology of which is unknown, is a chronic inflammatory
disease which is inflammatory, the pathogenesis can be caused by environmental,
immunologic, and genetic factors, causes back-low back pain; holds the axial system, causes
acute anterior uveitis in counter-joint borders as well as enthesitis, also skin lesions and
intestinal inflammation.

In the present study, we have investigated MEFV mutations of HLA-B*27(+) and
B*27(-) patients with ankylosing spondylitis diagnosis. At the first step, genomic DNA
isolation was performed using blood samples of patients and control group members. HLA-
B*27 positivity was decided via PCR-SSP method. At the second step of the study, MEFV
mutations were analyzed via Pyrosequencing method using the DNA samples isolated at the
first step. Exons 2, 3, 5 and 10 of MEFV gene were analyzed for mutations and the method
was capable of detecting the mutations; E148Q, P369S, H478Y, F479L, S675N, G678E,
M6801 (G>C), M680I (G>A), M680L, T681l, 1692del, M694V, M694l, M694L, K695R,
K695M, R717S, 1720M, V722M, V726A, A744S, and R761H.

In the present study, HLA-B * 27(+) AS patients and healthy control group members
were compared according to exon 2, 3, 5, and 10 mutations of MEFV gene and the differences

of frequency of MEFV gene mutations were found statistically significant between the
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groups. Besides, exon 2 mutation frequency were found statistically significant between the
groups and higher in HLA-B*27(+) study group than healthy controls. The frequency of exon
2 mutations was higher than exon 10 according to comparing results between study group and
controls. The incidence of exon 2 and 10 mutations were statistical significant between the
patients (all) and healthy controls.

All in all, our hypothesis should be tested with higher numbers of patients and
controls.

Keywords: Familial Mediterranean Fever, HLA B-27, Ankylosing spondylitis,
MEFV, Pyrin
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BILIMSEL ARASTIRMA DEGERLENDIRME KOMISYONU Edirne, Tarkiye

PROTOKOL KODU TUBADK 2011/129
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Ek 2

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Bu form, vyiiriitilmesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Degerlendirme Komisyonu'nun ............ tarth ve ........... sayilt karar1 ile onaylanan
bilimsel bir arastirma konusunda sizi bilgilendirmek ve goniilli katiliminizi saglamak
amactyla diizenlenmistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok onemlidir.

Arastirmaya katilmaya goniilli oldugunuzda, sagligimizin ve goniillii olarak haklarinizin
korunmasi ile gizliligin saglanmasi arastirmacilarin 6devidir.

Aragtirma, yalnizca uygun bilimsel egitim ve niteliklere sahip aratirmacilar tarafindan
yiiriitiilecektir.

Arastirmaya katilim tamamen goniilliilik ilkesine bagli olup katilmayir reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir.

Ayni sekilde aragtirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde higbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar
kaybina yol agmadan arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da destekleyici
(ACIK AD) tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza hicbir mali
yiik getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize karar
vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin.

Acik olmayan bir boliim varsa, daha ayrintili bilgiye ihtiya¢c duyuyorsaniz ya da arastirma
bagladiktan sonra sorulariniz olursa istediginiz zaman bize bagvurabilirsiniz.

Katilacaginiz arastirma ile ilgili bilgiler asagidadir:

1. Arastirmanmin bilimsel adi: Insan Lokosit Antijeni (HLA)-B27 pozitif ve B27
negatif Ankilozan Spondilit tanili hastalarda MEFV gen mutasyonlarinin arastiriimasi

2. Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Insan Doku Grubu Antijenleri B27 olan ve
olmayan Ankilozan Spondilit hastalarinda Ailevi Akdeniz Atesi Hastaligi’ndan genetik olarak
sorumlu olan gendeki (MEFV geni) mutasyonlarin arastirilmasi

3. Sorumlu Arastirmacinin adi, unvani ve gorev yeri: Hilmi TOZKIR, Yrd.Dog¢.Dr ,
Trakya tiniversitesi Tibbi Biyoloji AD.

4.  Arastirmanin konusu ve niteligi (ilac, klinik, laboratuvar, epidemiyolojik - tez
c¢alismasi vb....):

*Antijen: Viicuda giren yabanci maddelere kars1 kanda olusan bir madde.

*AAA: Bagisiklik sistemindeki bir bozukluk sonucu gelisen irsi gecisi olan bir hastaliktir.

5. Arastirmamin baslama tarihi ve ongoriilen siiresi: Baglama tarihi — 01.09. 2011 —
Ongoriilen siire 12 ay

6. Arastirmaya katilan goniillii sayisi: 150 goniillii (50 HLA-B27 pozitif AS tamli hasta, 50
HLA-B27 negatif AS tanili hasta, 50 HLA-B27 negatif AS tanis1 almamus saglikli kontrol)



7.  Katthmcimin arastirmaya dahil edilme nedeni:

HASTA GRUBU:

-18 yasindan giin almis olmak,

-Birbirileri ile akrabalik iligkisinin olmamasi,

-Herhangi bagisiklik sistemi hastalig tanis1 almamis olmak,

-Hamile olmamak,

-HLA-B27 pozitif ve HLA-B27 negatif klinik tan1 kriterlerine gére AS tanisi almis olmak

KONTROL GRUBU:

-18 yasindan giin almis olmak,

-Birbirileri ile akrabalik iliskisinin olmamasi,

-Herhangi bir bagisiklik sistemi hastaligi tanis1 almamis olmak,

-Hamile olmamak

-HLA-B27 negatif klinik tan1 kriterlerine gore AS tanis1i konmamis olmak

8. Arastirmada uygulanacak yontemler:

Calismamiza Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Anabilim Dalr’na bagvuran, insan Doku Grubu Antijenleri B27 olan ve olmayan klinik tam
kriterlerine gore AS tanist konmus, birbirileri ile akrabalik iliskisi olmayan 100 hasta,
birbirileri ile akrabalik iligkisi olmayan Insan Doku Grubu Antijenleri B27 olmayan saglikli
50 kisi dahil edilecektir. Hasta ve kontrol gruplarina dahil olan kisilerin her birinden kan
alinarak, DNA’lar1 kit protokoliine uygun olarak izole edilecektir. Elde edilen DNA’lar
belirlenen yonteme uygun olarak calisilacaktir. Hasta ve kontrol grubunda MEFV genindeki
yirmi iki mutasyonun varligi/yoklugu bakilacaktir

9. Uygulama sirasinda Kkarsilasabileceginiz riskler, rahatsizhklar ve olasi yan
etkiler:

Hasta ve kontrol grubuna dahil olan kisilerde periferik vendz kan almirken enjektor
ignesinin battig1 noktada duyulabilecek olan agri hissi, kan alinan bolgedeki doku
hassasiyetine bagli olarak gelisebilecek morluk olasi risklerdir. Géniillillere olasit morluk
gelisimini en aza indirgemek i¢in kan alinan bolgeye pamukla tampon uygulamasi (en az 5
dakika) onerilecektir.

10. Goniillii icin arastirmadan beklenen yarar: Yapilan calisma ile Ankilozan
Spondilit Hastaligi’nin olusum mekanizmalar1 hakkinda veri elde edilecektir. Bu verilerin
Klinik bulgular ile birlikte degerlendirilmesi otoimmiin hastaliklarin olusum mekanizmalarinin
anlasilmasina katki saglayacagi 6ngoriisiindeyiz.

11. Arastirma yontemine alternatif olan tedavi ve girisimler: Arastirmamizda
herhangi bir tedavi planlanmamaktadir. Arastirma yontemine alternatif olarak mevcut diger
yontemlerin giivenilirligi diislik seviyede oldugundan tercih edilmemistir.

12.  Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile
arastirmaya katilan bir goniillii olarak diger haklar1 konusunda bilgi almak igin
baglanti kurulacak kisinin adi-soyadi, iinvani, gorev yeri ve telefon numarasi.

Adi-soyadi: Selin TAN

Unvani: Biyolog



Gorev yeri: Trakya tiniversitesi Tibbi Biyoloji AD.

Telefon: 05366091830 -02842358186
13. Arastirma biitcesi kimin tarafindan karsilaniyor?
Universite tarafindan karsilanmaktadir.
14. (Varsa) Sigortalamaya iliskin bilgiler: Yok
15. Kimlik bilgilerinin ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak?

Goniilliiye ait kimlik bilgileri ve elde edilen veriler aragtirmaci tarafindan gizli tutulacak
aragtirma yayimnlansa bile kimlik bilgileri verilmeyecektir ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar,etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir.
Goniillii olan kiside istediginde kendi tibbi bilgilerine ulasabilir.

16. Klinik, laboratuar arastirma ve tez ¢alismasi.

17. Arastirmanin amaci: Bu c¢alismada insan Lokosit Antijeni (HLA)-B27 olan ve
olmayan Ankilozan Spondilit (AS) tanili hastalar ile HLA B27 olmayan saglikli kontrol grubunda
MEFV gen degisikliklerinin arastirilmasi amaglanmugtir.

Arastirmamiza katildiginiz i¢in tesekkiir ederiz.
GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA OLURU

Yukarida agik¢a tamimlanan c¢alismanin ne amagla, kimler tarafindan ve mnasil
gerceklestirilecegi anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana
anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir
dille anlatild1.

Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gerceklestirilecek islemler bana
anlatildu.

Arastirmanin yiriitiilmesi sirasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim
konusunda 24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in
benden ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi
bana anlatildu.

Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.

Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin
istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu caligmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde higbir sorumluluk
altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi
hicbir bigimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci / hekim ya da destekleyen kurulus, ¢aligma
programinin gereklerini yerine getirmedeki thmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni
calisma kapsamindan ¢ikarabilir.



Caligmanin sonuclart bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

Yukarida yer alan ve arastirmadan Once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren
Goniilli Bilgilendirme Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazil1 ve sozlii olarak agiklandi.

Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar
aldim.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak
katilmay1 kabul ediyorum.

Bu formun tamaminin imzal1 bir kopyasi bana verildi.

Goniilliiniin; (bu boliim goniilliiniin kendi el yazisi ile doldurulacaktir)
Adi- Soyads:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in; (bu béliim veli/vasinin kendi el yazisi ile
doldurulacaktir)

Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:

Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Gerekli durumlar icin; (bu boliim goriisme taniginin kendi el yazist ile doldurulacaktir)
Goriisme Tamgimin Adi- Soyadi:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Actklamalart Yapan Arastirmacinin (bu boliim arastirmacinin kendi el yazist ile
doldurulacaktir)

Adi- Soyadi, Unvanu:

Imzasu:

Tarih:



Ek 3

Sekans primerlerinin pyrosequencingdeki assay adi, okudugu ekzon bolgesi ve dizilimi

Assay | Ekzon Dizilim
FMF-1 | 2 wt C GGG CTG GCT GCA
E148Q G GGG CTG GCT GCA
FMF-2 | 3 wt G GCT TAG GCT
P369S A GCT TAG GCT
FMF-3 | 5 wit AIG GAG CATTTCTTT GTG
H478Y AIGGAG TATTTCTTT GTG
F479L A/GGAG CATTTG TTT GTG
FMF-4 | 10 wit A AGC AGG AAA GGG AACATGACTCTGT
S675N A AAC AGG AAA GGG AACATGACTCTGT
G678E A AGC AGG AAA GAG AACATGACTCTGT
M680L A AGC AGG AAAGGG AACCTGACTCTGT
MB80I(G>A) A AGC AGG AAA GGG AACATAACTCTGT
A AGC AGG AAAGGG AACATCACTCTGT
M6801(G>C)
A AGC AGG AAAGGG AACATGATTCTGT
T6811
FMF-5 | 10 wit G ATA ATG ATG AAG GAA AAT GA
1692del G -—- ATG ATG AAG GAA AAT GA
M694V G ATA ATG GTG AAG GAA AAT GA
M694L G ATA ATG ITG AAG GAA AAT GA
M6B94I G ATA ATG ATA AAG GAA AAT GA
G ATA ATG ATG AGG GAA AAT GA
KO9SR G ATA ATG ATG ATG GAA AAT GA
K695M
FMF-6 | 10 wt CGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
R717S AGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
1720M CGT GTG GGC ATG TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
V722M CGT GTG GGC ATC TTC/T ATG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
V726A CGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GCT GGA AGC
FMF-7 | 10 wt ATTC GCC AGC
A744S ATTCTICC AGC
FMF-8 | 10 wt A CGT GAT

R761H A CAT GAT




