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OZET

Doktora Tezi

FMF (AILESEL AKDENIZ ATEST) HASTALARINDA
INTERLOKIN-10 (-1082,-819,-592) VE
TUMOR NEKROZ FAKTORU (TNF)-a (-308)
GEN POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Giilsen GUCLU

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damismanlar: Dog. Dr. iskender PARMAKSIZ
Yrd. Dog. Dr. Ali AKBAS

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), periyodik karin agrisi, ates, artrit, poliser6zit ve
deri dokiintiileri ile karakterize olan, otozomal resesif ge¢isli enflamatuar bir hastaliktir.
Hastaligin olusum mekanizmasinda, ¢evresel ve genetik bircok faktoriin yer aldig
bilinmektedir. Bu tez calismasinda Interlokin-10 (-1082,-819,-592) ve Tiimdr Nekroz
Faktorii-a-308 gen polimorfizminin arastirilarak, bu genlerin hastalik olusumuna olan
etkisinin aciklanmasi hedeflenmistir. Calismada kullanilmak tizere 100 FMF hastas1 ve
112 kontrol grubu igin ornekler alinmis ve bu oOrneklerin Real-Time Kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) yontemi ile FMF hastalarinda ve kontrol
gruplarinda, Interlokin-10 (-1082 G/A, -592 C/A ve 819 C/T) ve Tiimoér Nekroz
Faktorii-a (308 G/A) gen polimorfizmleri arastirilmistir. Elde edilen verilerde, GCC,
ACC, ATA haplotiplerinin yani sira GTA haplotipine de rastlanmig ancak, genotip ve
allel frekanslarina bakildiginda istatistik acidan FMF ve kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark bulunamamigstir. TNF-o ve IL-10 genotiplerinin iligkili analizine bakildiginda
IL-10 GCC*/GCC (orta)/ TNF308-a (A/G) (yiiksek) oldugu durumda istatistiksel olarak
bir anlam bulunmustur (p=0,014). Ancak tek basina bu verinin hastalik tizerinde major
etki yapmadig1 ongoriilmiistiir. Sonug olarak, 1L-10-1082,-819,-592 ve TNF-a-308 gen
polimorfizminin FMF hastaligina yatkinlik olusturmada etkin rol oynamadigi ve
hastaligin patogenezinde bu polimorfizmlerin tek basma bir risk faktori
olusturmadiklar1 kanismma varilmistir. Enflamatuar bir hastalik olan FMF’in
antienflamatuar ve proenflamatuar sitokinler ile genetik baglantilarini aydinlatmak
amaciyla yapilan bu c¢aligmanin, ileride IL-10 ile baglantili diger sitokinler ile FMF
hastalig1 arasindaki iligkiyi aciklamakta yardimci olacag diistintilmektedir.

2014, 67 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

EVALUATION OF TUMOR NECROSIS FACTOR-ALPHA-308 (TNF-a) AND

INTERLEUKIN-10 (-592, -819 AND -1082) POLYMORPHISMS IN FMF
(FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER) PATIENTS

Giilsen GUCLU

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology

Supervisors: Assoc. Prof. Dr. iskender PARMAKSIZ
Asst. Prof. Dr. Ali AKBAS

Familial Mediterranean Fever (FMF), which is characterized by periodic
abdominal pain, fever, arthritis, polyserositis and skin rash, is an autosomal recessive
inherited inflammatory disease. It is known that a lot of environmental and genetic
factors take place in the pathogenesis of disease. In this thesis it was aimed to analyze
the polymorphism of Interleukin-10 (-1082,-819,-592) and Tumor Necrosis Factor-a-
308 and to examine their effects on this disease. For in this study used, the blood
samples were taken from 100 FMF patient and 112 control group and the samples were
studied for the polymorphisms by Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR). Both in FMF patients and control groups Interleukin-10 (-1082 G/A, -592
C/A and 819 C/T) and Tumor Necrosis Factor-a (308 G/A) gene polymorphisms were
investigated. Besides GCC, ACC, ATA haplotypes we also reached GTA haplotype but
when we look upon allele frequencies there was no significant differences statically
between patients and control groups. In TNF-a and IL-10 combined genotype analyses,
IL-10 GCC'/GCC (medium)/TNF308-a (A/G)(high) were found statistical significance
( p=0.014). However, It was projected that this data was not make a major effect on
disease. As a result, there was no association between FMF disease familiarity and IL-
10-1082,-819,-592 and TNF-a-308 gene polymorphism. In this study, we found out the
genetic relations between anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokine and an
inflammatory disease FMF and it is thought that the data obtained from this study will
help future studies.

2014, 67 pages
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1. GIRIS

FMF (Ailesel Akdeniz Atesi ) hastaligi, otozomal resesif gegisli ve genellikle
Ortadogu civarinda yasayan insanlarda goriilen enflamatuar bir hastalik olup, periyodik
ates, peritonit, plorezi, artrit ve erizipel benzeri cilt dokiintiileri ile karakterizedir (Sohar
ve ark., 1967; Ben-Chetrit ve ark. 1998).

Hastaligin olusumunda mutasyonlar 6nemli yer tutmaktadir. MEFV geni iizerinde
olusan mutasyonlarin hastaligi tetikledigi diistiniilmektedir. Bu mutasyonlarin MEFV
geninin yapisini  degistirerek pirin proteinin fonksiyonunu bozmas1 {izerine,
enflamasyon olusumu meydana gelmektedir (Wang ve ark., 2002; McDermott ve ark.,
2004). Tirk kokenli FMF hastalarina ait genetik bilginin heniiz yetersiz olmasi, bu
popiilasyonda goriilen mutasyonlarin heterojen olduguna dair verilerin olmasina ragmen
kesin bir yargiya varilmasini engellemektedir (Akarsu ve ark., 1997; Akar ve ark.,
2000).

Sitokinler enflamatuar yanitta Onemli gorevler istlenen immiin sistemin
savunma mekanizmasinda yer alan ¢ok genis bir protein ailesidir. Ozellikle 16kositler
tarafindan tiretilen interlokinler, bu ailenin 6nemli bir koludur (Bidwell ve ark., 1999).
Proenflamatuar ya da antienflamatuar 6zellik tasiyan interlokinler, enflamasyon sonucu
dokuda olusacak hasarin durdurulmasi ya da dokunun uyarilarak enflamatuar yanit
olusturmasi gorevini tistlenmektedir ( Agnihotri ve ark., 2012).

Birbirinden farkli géreve sahip olan I1L-10 ve TNF-a, enflamasyon olusumunda
zit gorev yapar. Antienflamatuar 1L-10, dokuda enflamasyon olusumuna engel teskil
ederken, proenflamatuar TNF-a, enflamasyon olusumu i¢in dokulari uyarir (R0sS ve
ark., 1999; Abbas ve ark., 2005). IL-10 ve TNF-a gen polimorfizminin farkli
topluluklarda, farkli hastaliklara yatkinlik olusturduguna dair caligmalar mevcuttur
(Negoro ve ark., 1999; Summers ve ark., 2000; Poole ve ark., 2001).

Calismamizda Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran
kisilerden, FMF hastalig1 6n teshisi konan hastalarda, interlokin-10 (-1082,-819,-592)
ve TNF-a-308 gen polimorfizminin arastirilarak, bu genlerin hastalik olusumuna olan

etkisinin agiklanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) Hastahg

2.1.1. Tanim

Eamilial Mediterranean Fever (FMF-Ailesel Akdeniz Atesi-AAA) hastaligi
genellikle Yahudiler, Tirkler, Araplar ve Ermenilerde sik goriilen, diger bir deyisle
Akdeniz bolgesi ¢evresindeki popiilasyonlarin oncelikli olarak etkilendigi otozomal
resesif gecisli enflamatuar bir hastaliktir. Hastalik, tekrarlayan atesle beraber niikseden
peritonit, plorit, artrit ya da erizipel benzeri bir deri hastaligi (yilancik hastaligi) ile
karakterizedir (Sohar ve ark., 1967; Ben-Chetrit ve ark. 1998).

2.1.2. Tarihce

Ailesel Akdeniz Atesi hastaligi ilk defa 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal
tarafindan “‘paroksismal peritonit” ismiyle tanimlanmistir. Hastalik belirtisi olan
tekrarlayan ates, abdominal agr1 ve l6kositoz, 16 yasinda Yahudi bir kiz ¢ocugunda
teshis edilmis ve bu olgu iizerine bir makale yaymlamislardir (Janeway ve ark., 1908).
1945 yilinda yine Yahudi kokenli bir grupta hastaligin teshisi yapilmis ve hastaliga
“Benign Paroksismal Peritonit” adi verilmistir (Siegal ve ark., 1945). Tiirkiye’de ise
1946 yilinda bu c¢aligmaya atifta bulunan Abrevaya Marmarali, “Garip Bir Karin
Sendromu” isimli yaymn ile ilk kez FMF hastaligin1 ortaya koymustur (Marmarali,
1946).

Hastaligin bugiinkii adi olan Ailesel Akdeniz Atesi tanimi ise 1958 yilinda
Heller ve Sohar tarafindan ilk kez kullanilmis ve 1961 yilinda hastalik genetik agidan
incelendiginde otozomal resesif gegisli oldugu gosterilmistir (Heller ve ark., 1958;
Thomas ve ark., 1975).

1972 yilinda ise hastaligin tedavisinde Kullanilan kolsisin ile hastalik ataklarini

ve amiloidozun Onlendigi tespit edilmistir (Goldfinfer, 1984). Yapilan ¢alismalar ile



hastaligin klinik 6zellikleri belirlenmis ve ardindan 1996 yilinda pozisyonel klonlama
yontemi ile FMF gen lokusunun 16. Kromozomun kisa kolunda oldugu gosterilmistir
(The French FMF Consortium, 1996).

Hastalik giiniimiizdeki isminin yani1 sira “Tekrarlayan Kalitsal Poliserozit”,
“Periyodik Peritonit, “Tekrarlayan Poliserdzit” isimleri ile de bilinmektedir (Schwartz
ve ark., 1960; Ehrenfeld ve ark.,1961; Barakat ve ark.,1986).

2.1.3. Epidemiyoloji

Diinya lizerinde ortalama 170.000 insani etkileyen otozomal resesif kalitim
gosteren FMF, daha c¢ok Dogu Akdeniz toplumlarindan olan Yahudiler, Tiirkler,
Ermeniler ve Araplar’da sik goriilmekle birlikte; daha az siklikta Japonya, Almanya,
Polonya, Avustralya ve Brezilya kokenli insanlarda da goriilmiistiir (Gershoni-Baruch
ve ark., 2001; Haghighat ve ark.,2006; Lidar ve ark.,2007).

Tasiyict frekansinin popiilasyona gore degisim gosterdigi bilinmektedir. FMF,
prevalanst Askenazi olmayan Yahudilerde 1/250-1/500 arasinda degisim gdsterirken,
tastyicilik orani 1:5°dir (Ben-Chetrit ve ark. 1998). Liibnan’da yasayan Ermenilerde
prevalans, Askenazi olmayan Yahudilerle benzer sekilde 1/500 olarak bulunmus olup,
tastyicilik orani 1:7°dir (Onen, 2006; Lidar ve ark., 2007). Tiirklerde ise tahmini
prevalans 1/1000 olarak bulunurken, tasiyicilik orani 1:5 olarak hesaplanmistir (Ozen ve
ark., 1998; Turkish FMF Study Group, 2005).

Tiirkiye’de bu hastaligin goriilme orani yiiksektir ve hastalarin biiyiik bir kismi1
Orta Anadolu kokenlidir (Aksentijevich ve ark., 1999). Orta Anadolu‘da prevalansin
1:395 kadar yiiksek olmasi da bunu desteklemektedir (Onen ve ark., 2004). Hastalik
cinsiyete gore pek farklilik gostermese de yapilan caligmalar sonucunda, erkeklerde
hastaligin goriilme orani kadinlara gore daha fazla olarak bildirilmistir (Sohar ve ark.,
1967; Tunca ve ark., 2005).

Genetik acidan bakildiginda Tiirk kokenli hastalara ait bilgiler smirh
miktardadir. Yapilan g¢aligmalar bu toplumda goriilen mutasyonlarin heterojenligini
desteklese de kesin bir kaniya heniiz varilamamaktadir (Akarsu ve ark.,1997; Akar ve
ark., 2000).



1996 yilinda Uluslararast FMF Konsorsiyumu ve hemen ardindan diizenlenen
Fransiz FMF Konsorsiyumun yapmis oldugu calismalarda FMF geni belirlenmis ve
hastaligin en 6nemli belirtilerinden birinin ates olmasindan dolay1r bu gene, Akdeniz
atesi anlamia gelen MEFV (MEditerraneanFeVer / MIM 249100) adi verilmistir (The
French FMF Consortium, 1996; The International FMF consortium, 1997).

MEFV mutasyonlarin dagilimima bakildiginda yiizyillar 6ncesinde dahi bu
mutasyonlarin ~ varh@indan s6z edilebilmektedir. En sik  gorilen MEFV
mutasyonlarindan M694V ve V726A nin yaklagik 2500 yil 6nce de var oldugu, yapilan
calismalar sonucu gosterilmistir. O donemde Akdeniz ve On Asya bolgelerinde yasayan
toplumlarin birbiri ile olan iligkileri mutasyon dagilimindaki durum hakkinda bize 151k

tutmaktadir (Yepiskoposyan ve ark., 2007).

2.1.4. FMF Genetigi

1992 yilinda Ailesel Akdeniz Atesine ait genin tanimlanmasi ile yapilan
caligmalar farkli bir boyut kazanmistir (Pras ev ark.,1992). 1997 yilinda birbirinden
bagimsiz caligmalar yiiriiten Uluslararas1 FMF konsorsiyumu ile Fransiz FMF
konsorsiyumu, 16. kromozomun kisa kolunda (16p) 13.3 bolgesinde 10 ekzonluk, 15
kilobazlik ve 3505 niikleotitten olusan ve pozisyonel klonlama teknigini kullanarak
bulmus olduklar1 bu geni, MEFV (MediterraneanFeVer)geni olarak isimlendirmistir
(The French FMF Consortium, 1996; The International FMF consortium, 1997) (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Kromozom 16 ve MEFV geni (Anonim, 2014a).
MEFV geni, Pirin ya da Marenostrin adi verilen 781 aminoasitten olusan bir

protein sentezlemektedir. FMF hastalarinda goriilen klinik &zelliklerin degisiklik



gostermesi, MEFV geni iizerinde 6zellikle mutasyon belirlenmesine yonelik ¢alismalari
daha cazip hale getirmistir.

1999 yilindan bu giine kadar 297 mutasyon tanimi yapilmigtir (Anonim, 2014a).
Ancak bunlarmn yalmzca bir kism1 FMF hastalarinda goriilmektedir. Ozellikle 10. ekzon,
bu mutasyonlarin en sik goriildiigii bolgedir ve c¢ogu yanlis anlamli (missens)
mutasyonlardir. 2. ve 5. ekzon’da 10. ekzona gore fazla mutasyon goriilmemektedir
ancak, bu varyantlarin pirin fonksiyonu iizerindeki etkisi de heniiz bilinmemektedir
(Sekil 2.2). Bu mutasyonlarin yaklasik 150°si son 5 yil igerisinde tespit edilmis olup en
stk goriilen mutasyonlar M694V, M680I1, V726A ve E148Q olarak belirlenmistir (The
International FMF consortium, 1997; The French FMF Consortium, 1996; Yilmaz ve
ark.,2001; Aksentijevich ve ark.,2011).

MEF VNM 0002432 (16p13.3)
DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781aa
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Sekil 2.2. MEFV geni {izerinde gorilen mutasyonlarin sematik gosterimi
(Anonim,2014b).

MEFV geni iizerinde goriilen mutasyonlarin ¢ogunda, aminoasit dizisinde bir

degisiklik oldugu ancak, sentezledigi proteinde bir degisiklige neden olmadig



goriilmistiir (Brik ve ark., 1999). Her popiilasyonda ayni seviyede mutasyon
yogunlugundan s6z etmek miimkiin degildir, birbirinden farkli frekansa sahip olabilir
(Tunca ve ark., 2005).

M694V mutasyonu, MEFV geni {izerinde goriilen mutasyonlarin ¢ogunun
bulundugu 10. ekzonun 2080. Niikleotidinde adenin-guanin transisyonuyla, 694. kodon
konumunda bulunan metiyonin-valin aminoasit degisimiyle ger¢eklesmis bir yanlis
anlam (missense) mutasyonudur (The International FMF consortium, 1997).

Homozigot oldugu durumlarda amiloidoz olusumuna neden olan M694V,
Tirklerde %50 civarinda gorilirken, yaygin olarak Askenazi olmayan Yahudiler,
Ermeniler ve Araplarda da goriilmektedir (Akar ve ark., 2000; Yilmaz ve ark., 2003;
Sahin ve ark., 2009).

M680I mutasyonu ise, 2040. Niikleotidde gerceklesen guanin-sitozin
degisiminin neden oldugu 680. Kodondaki metiyoninle izolosin yer degisimi ile
meydana gelmektedir (The International FMF consortium, 1997). M694V’ye oranla
Ermenilerde Tiirklerden daha sik goriilen bu mutasyonun Tirklerdeki prevalansi
%12’dir ( Akar ve ark., 2000).

V726A, yine 10.ekzonda goriilen bir mutasyondur ve 2177. niikleotidde timinin
sitozinle yer degistirmesi neticesinde 726. Kodondaki valin-alanin degisimi ile
olugmaktadir. Amiloidoz olusumu iizerindeki etkisi daha smirli olan bu mutasyon,
ozellikle Irak Yahudileri ve Ermenilerde daha yaygin goriiliir ve Tiirklerde goriilme
sikligi hemen hemen M680I ile paralellik gostermektedir (Ben-Chetrit ve ark., 1998;
Yalginkaya ve ark., 2000).

Ikinci ekzonda bulunan ve en sik goriilen mutasyonlardan biri olan E148Q
mutasyonu, 442. niikleotidde gergeklesen guanin-sitozin degisimi ile gerceklesir. Bu
degisim sonunda 148. Kodonda glutamin, glutamat yerine geger. Bu mutasyon
Amiloidoz gelisimine neden olmadigi gibi, bunun bir sekans varyanti oldugu iddia
edilmektedir (The International FMF consortium, 1997, Ben-Chetrit ve ark., 2000).

MEFV geni lizerinde son yillarda yapilan caligmalarin hiz kazanmasiyla, bu
genin hem diger hastaliklarla iligkileri hem de gen {izerinde hastaligin olusumuyla
baglantili olarak mutlak etkisi oldugu diisiiniilen sitokinlerle iliskileri ortaya konulmaya

baslanmustir.



MEFV genindeki mutasyonlar, allellerde bulunmalarina gére homozigot ve
heterozigot seklinde iki farkli bi¢imde goriilmektedir. Heterozigotluk, tek bir allelde
mutasyon bulunma durumu iken, homozigotluk, iki allelinde de ayn1 mutasyonu tasima
durumudur. FMF hastalarinin genelinde homozigot ya da birlesik heterozigotluk varken,

hi¢ mutasyon goriilmeyen bireylerde de bu hastalik gézlenmistir (Bernot ve ark., 1998).

2.1.5. FMF’de Fenotip- Genotip iliskisi

Tam olarak genotip-fenotip iligkisi a¢iga kavugsmamakla birlikte, FMF’de Tip 1
ve Tip 2 olmak tizere iki farkli fenotipten bahsetmek miimkiindiir. Tip1’de enflamasyon
ve serozit ve yineleyici kisa ataklar ile tanimlanirken, Tip 2 de tekrarlayan enflamasyon
ve ates Oykiisii olmayan hastalarda ilk bulgu olarak amiloidoz ortaya ¢ikmaktadir (Sohar
ve ark., 1967; Melikoglu ve ark., 2000; Altunoglu ve ark., 2013).

FMF’te gelisen amiloidoz AA tipi, sekonder veya reaktif amiloidozdur.
Genotip/fenotip korelasyonun en belirgin oldugu durum, marenostrin/pirin genindeki
M694V/M694V homozigot mutasyondur. Bu mutasyonu tasiyan FMF hastalarinda
klinik daha agir, ataklar daha sik, kolsisin gereksinimi daha fazla ve amiloidoz gelisimi
onemli derecede daha yiiksektir (Onen, 2006). Amiloidoz gelisim sikhiginin daha
yiiksek olusunun genetik 6zellikle dogrudan mu iligkili oldugu yoksa bu mutasyonlu
bireylerde hastalik seyrinin daha agresif olmasina mi1 bagli oldugu noktasi heniiz
karanliktir. FMF’li hastalarda klinik yakinmalar ve hastalik ciddiyeti degiskendir
(Aksentijevich ve ark. 1998; Onen ve ark., 2004).

Fenotip-genotip ve etnik koken iligkisini aragtiran 2013 yilinda yapilan bir
calismada, FMF hastalig1 tasiyan 242 Alman c¢ocuk hastada 431 pirin mutasyonu, 22
farkli sekans varyanti ve bir yeni mutasyon tespit edilmistir. Farkli etnik gruplardaki
tipik mutasyon dagilimlari net olarak kendini gosterdigi halde, istatistik olarak anlamli
bulunamadigi belirtilmistir (Jeske ve ark., 2013).

Migita ve ark. (2014) FMF hastaligin1 tasiyan Japon hastalarda yaptigi
calismada, klinik olarak tipik ve atiptk FMF hastas1 olarak ikiye ayrilan FMF

hastalarinda, fenotip-genotip iligkisini arastirmis ve sonug¢ olarak; MEFV ekzon 10



bolgesi mutasyonlarinin, tipik FMF fenotipiyle iliskisini, atipik FMF hastalarina gore

daha anlaml1 olarak bulmustur.

2.1.6. Pirin Proteininin Yapisi ve FMF ile iliskisi

MEFV geni tarafindan kodlanan pirin (marenostrin ) proteini 86 kDa agirliginda
ve 781 aminoasitten olusan MEFV genin kodlamis oldugu sitoplazmik bir protein olup,
5 farkli domain tasir. Bunlar; pirin, b-Zip, B-Box, CC(coiled-coil) ve PRY/
SPRY(B30.2) bolgeleridir (Mariathasan, 2007) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Pirin proteinin sematik gosterimi. Proteine ait 5 bolge ve bu bolgelerin

tirevlendigi ekzonlar gosterilmektedir (Schaner ve ark., 2005).

Pirin proteini graniilosit igerisindeki enflamasyon reaksiyonunu diizenler.
Ayrica, niikleer lokalizasyon sinyali de igeren bu protein, bir transkripsiyon faktorii gibi
is gdrmektedir.

Pirin’in yapisinda degisim meydana gelmesi, domainlerde olusan mutasyonlar
neticesinde gergeklesmektedir. Hastalikla sonuglanan mutasyonlar genelde C-terminal
ucunda bulunan B30.2 domaininde olusmaktadir. Bunun temel nedeni de bu bdlgenin,
bir apoptozis proteini olan kaspaz-1 ile baglantili olmasidir (Papin ve ark., 2007).

Ciinkii bu bolgede meydana gelen bir mutasyon kaspaz-1’in enflamasyonun



temel sitokinlerinden biri olan interlokin 1B (IL-1B)’y1 stirekli aktif halde tutmasina
neden olmaktadir. Yapilan c¢alismalar sonucu Kontrolsiiz IL-1f saliniminin FMF
hastalig: ile baglantili oldugu one siiriilmektedir (Mariathasan, 2007). Ancak FMF ile
mutasyonlar arasindaki iliski hala tam olarak netlik kazanamamastir.

Pirin, yapisal olarak incelendiginde DeathFold siiperfamilyasina bagli bir protein
olup, PYD, DD (Death Domain), DED (DeathEfektéor Domaini), CARD
(CaspaseCecruitment Domain) bolgeleri ile iliskilidir (McDermott ve ark., 2004). Bu
bolgelerin etkilesimi hiicre igi sinyal iletimi i¢in olduk¢a onemlidir (Pawson ve ark.,
2000).

ASC (Apoptosis-associated Speck-like Protein with CARD Domain= apoptozis
iliskili nokta benzeri protein) ve PSTPIP (Proline-serine-threonine phosphatase-
interacting protein= prolin-serin-treonin fosfataz iliskili protein) proteinlerinin her ikisi
de pirin ile etkilesir ve temel olarak her ikisi de sitozoliktir (Richards ve ark., 2001;
Mansfield ve ark., 2001). PYD domaininin ASC’ye baglanmasiyla, pirin interlokin-1
sitokin (IL-15) olusumunu regiile eder ve NF-xB aktivasyonu ile birlikte apoptozisin
diizenlenmesini saglar. Kaspaz-1 in aktivasyonunu saglayan bu etkilesim, pasif halde
bulunan IL-1f’nin aktif forma doniistimiinii gergeklestirir. Pirin varliginin hiicrede
normal seviyenin lizerine ¢ikmasi durumunda, kaspaz-1 seviyesi ve dolayisi ile aktif IL-
1B seviyesi artacaktir. Bu da apoptozisin baskilanmasina neden olacaktir. Sonug olarak
enflamasyon olugsum diizeyinde artis gozlenecektir (Wang ve ark., 2002; McDermott ve
ark., 2004; Ozen ve ark., 2014) (Sekil 2.4).

Ayrica pirin, mikrotiibiillerle birlikte lokalize olan molekiillerin N-terminal ucu
ve aktindeki membranlar ile iliskilidir. Bu durum, FMF tedavisinde kolsisinin etkisinin
bu mikrotiibiiller iizerine olduguna dair ipucudur (Mansfield ve ark., 2001). Bunun yani
sira. MEFV-mRNA’s1 kemik iligi hiicrelerinde belirlenememistir. Bu durum pirin
proteinin yalnizca olgun Idkositlerin aktivasyonlar1 sirasinda eksprese edildigini

diistindiirmektedir ( The International FMF consortium, 1997).
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Sekil 2.4. Pirin bolgesinin ASC, CARD bolgeleri ve kaspaz-1 ile olan iligkisi ve
sonugta olusan IL-1p sitokini ve enflamasyon olusum semasi (Srinivasula ve ark.,
2001).

2.1.7. Hastaligin Olusum Mekanizmasi

FMF hastaligi, akut fibril enflamatuar atagin yani sira serozit ile karakterize
olan ve pirin proteinini kodlayan MEFV geninde meydana gelen mutasyonlarla iliskili
bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Livneh ve ark., 1997). Heniiz tam olarak
hastaligin patogenezi bilinmese de olusum mekanizmasinda nétrofillerin kilit rol
oynadigina dair birgok veri bulunmaktadir. FMF ataklar1 boyunca nétrofil birikimi
hastaligin karakteristik o6zelliklerinden biridir (Sarkisian ve ark., 1997). Bu birikim,
daha ¢ok MEFV geninin ekspresyonu ile iligkilidir. Ancak atak goriillmedigi durumlarda
da kemotaktik potansiyel ve nétrofillerin  sag kalimmin  mimkin oldugu
belirtilmektedir.

FMF ataklar1 boyunca nétrofillerin kemotaksisi ve istilasi esnasinda C5a’nin
onemli kemotaktik aktivitelerinin oldugu gézlenmistir. C5a inhibitorii, aktif hale gelmis
olan C5a dizisini notr hale getirmek suretiyle FMF ataklar1 sirasinda olusan nétrofil

kemotaksisini engelleyerek enflamasyonu regiile eder (Ozen ve ark., 1999).
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Riistemoglu ve ark. (2011) MDR1 (Multi Drug Resistant 1) geninin, FMF
hastaliginin etiyolojisi iizerinde, belirli etkilerin olusumunda etkin oldugu ileri
stirmistir. Bunun yami sira, Apostolidou ve ark. (2012), atak gecgirmeyen FMF
hastalariin nétrofillerinde C5aR ve C5L2 genlerinin mRNA ekspresyonu ve genetik
degisikliklerini arastirmustir. Iki reseptor geninde mutasyon gozlenmedigi belirtilmis ve
genetik degisiklikler oldugu gozlenmis olan C5aR1 geninin N279K polimorfik varyanti
olarak tanimlanmistir. Ayrica, FMF hastalarinin nétrofillerinde C5L2 geninin diisiik
mRNA ekspresyonu gozlenmistir. Notrofillerin  rekombinant Cb5a’nin  baglama
kapasitesinin ve reaktif oksijen tiirlerinin liretimini saglayabilmesinin FMF hastalarinda
ve saglikli kisilerde benzer oldugu ve N279K polimorfizminden ve C5L2°’nin mRNA
ekspresyonundan bagimsiz olduguna da deginilmistir.

FMF hastaliginin etiyolojisini aydinlatmak amaciyla 2013 yilinda yapilan bagka
bir ¢alisgmada ise TNF-a ve plazminojen aktivator inhibitor-1 gen polimorfizminin
hastalik ile iligkisi aragtirllmigtir. Sonugta; FMF hastaliginda TNF-o genotipi ve
mutasyonu arasinda bir iligki bulunamazken, PAI-1 gen polimorfizminin FMF
hastaliginda daha etkin oldugu goézlenmistir. PAI-1 gen polimorfizmi testlerinin
gelecekte, FMF hastalarini takip etmede faydali olabilecegi belirtilmistir (Demirel ve
ark., 2007; Diindar ve ark., 2013).

2.1.8. Klinik Bulgular

FMF hastalarinin neredeyse tamami, ilk 20 sene igerisinde ilk atak donemlerini
gegirir. Bunlardan %60 gibi biiyiik bir ¢ogunlugunda da ilk 10 yil igerisinde belirtiler
gozlenmektedir (Majeed ve ark., 1989; Arisoy ve ark., 1991; Gedalia ve ark., 1992).
Diger bir deyisle hastalik ¢ocukluk donemlerinde daha sik karsimiza cikmaktadir.
Ataklara neden olan bulgularin sadece FMF hastaligina 6zgii olmamasindan dolay1
teshis koymada gecikmeler yasanabilir. Klinik bulgular gevresel ve genetik etkenlere
gore farklilik gostermektedir.

Hastalik tipik olarak tekrarlayan ates ve peritonit, artrit, plorit gibi poliserozit
ataklar1 ile karakterizedir. Daha seyrek olarak perikardit, orsiepididimit, miyozit,
menenjit gibi ataklar da goriilebilir. Ataklarin siklig1 giin de, haftada ya da ayda bir

goriilebilmekte ve kisiye gore degiskenlik gostermekteyken, atak siiresi ortalama 12-96
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saat arasinda degigmektedir. Yapilan ¢caligmalar sonucu cinsiyete gore analiz edildiginde
erkeklerde kizlara gore daha sik goriildiigii belirtilmistir ( Sohar ve ark., 1967; Olgun ve
ark., 2005; Ece ve ark., 2014).

Hastaligin, ani baglayan ve kisa siireli kar, gogiis veya eklemlerde agri ile
birlikte yiiksek ates olmasi ve erken donemde renal disfonksiyona neden olabilen
bobrek amiloidozu olmak iizere iki temel klinik tablosu bulunmaktadir. Ayrica, FMF
hastaliginin Henoch Schénlein Purpurast (HSP) ve Poliarteritis Nodosa (PAN) vs.
damar iltihab1 ile sonuglanan farkli hastaliklarla iliskili oldugu da 6ne siiriilmektedir

(Tekin ve ark., 2000; Cattan ve ark., 2005).

2.1.9. Amiloidozis

Amiloidoz; FMF hastalarinda renal disfonksiyon olusumuna neden olan 6nemli
bir komplikasyon olup, farkli tipte gériilebilirler (Tunca ve ark., 2005). Ozellikle FMF
hastalarinda goriilen tip olan sekonder amiloidozun prevalansi, etnik koken, ailesel ve
cevresel faktorlerin etkisiyle belirgin farkliliklar gostermektedir (Pras ve ark., 1982).
M694V  mutasyonunu tasiyan FMF hastalarinda kronik bobrek yetmezligi ile
sonuglanan amiloidoza gidis oran1 Diinya genelinde yaklasik %355, Tiirk hastalarda ise
%47 olarak bildirilmistir (Akpolat ve ark., 2012).

Konu ile ilgili Hashim ve ark. (2004) FMF hastalarinda SAA1 (tip 1 serum
amiloid A protein) ve MICA (major histokompatibilite (doku uyusumu) kompleksi
smif-1 Gen A) polimorfizmini incelemistir. SAA1 o geni, renal amiloidosisin
gelisiminde etkili rol oynamaktadir ve MICA’nin yoklugu, amiloidosis gelisimine
katkida bulunmaktadir. Sonugta bu parametrelerin amiloidosise etkisinin oldugu ve

hastaligin olusum nedeni olabilecegi bildirilmistir (Sekil 2.5).

12



MEFV GEN MUTASYONU ASTRI INFLAMAS VON Y ANITI

Ve
e o

Hepatosit-Monosit-Fibroblast

11
SERUM AMIL GEiD A
@ (10-1000 KAT _mns}lg
AMILOID
Dokularda Hiscre Dist Birikim

HASARIIPIRIN

C 3a inhibisvon

el=ildifi somen

DFELAMASYON
ARTIEI

OR GANLARDA FONESIFON K4 ¥BT

Sekil 2.5. Amiloidosis olusum mekanizmasi

2.1.10. Tan1 ve Tedavi

FMF ile ilgili molekiiler galismalar, tan1 koymada belirte¢ bulma adina hiz
kazansa da hastaligin tan1 koymak i¢in fiziki muayene bulgusu ve 6zgiin bir laboratuvar
testi halen bulunmamaktadir. Hastalara glinimiizde de gilincelligini koruyan Tel-
Hashomer kriterleri ile birlikte molekiiler tarama testleri kullanilarak tan1 konmaktadir
(Livneh ve ark., 1994; Srinivasula ve ark., 2001) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1.Tam1 Koymada kullanilan Tel-Hashomer Kriterleri (Srinivasula ve ark.,
2001).

Major Kriterler Minor Kriterler

Poliserdzit ile giden tekrarlayan ates ataklart  Yineleyen atesli ataklar
Bagka bir nedene baglanamayan AA tipi Erizipel benzeri dokiintii
amiloidoz

Siirekli kolsisin tedavisine iyi yanit Birinci derecede akrabada AAA varligi
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Kesin tan1 konabilmesi i¢in hastada, bir ya da iki major, iki mindr kriter; olasilik
tizerinde durulmasi i¢in de bir major ve bir mindr kriterin goriilmesi gereklidir.

Semptomatik bir hastalik olan FMF hastaliginin tedavisinde 1972 yilindan beri
¢igdem bitkisinden elde edilen kolsisin kullanilmaktadir (Rigante ve ark., 2006; Ozen
ve ark., 2014). Kolsisin, lizozomal degraniilasyonu onlerken ayni zamanda Serum
amiloid A diizeyini baskilar (Diizova ve ark., 2003). Ayrica kolsisin uygulanmasi
FMF’e baghh akut fibril ataklarin1 diizeltmeyle kalmaz, bunun yani sira, AA
amiloidosise bagli bobrek disfonksiyonlarinin da diizelmesini saglamaktadir (Nakamura
ve ark, 2014). Kolsisin tedavisi ile FMF’li hastalarda hem nobet siddeti, hem de ndbet
siklig1 belirgin olarak azalmaktadir. Ancak ilacin tiim yasam boyunca kullanilmasi
zorunludur. Tedaviye ara verildiginde yeniden ataklar gozlenmektedir. Gut ve Behget

hastaliklarinin tedavisinde de bu ilac1 kullanmak miumkindir.

2.2. Sitokinler

Sitokinler immiin fonksiyonlar1 diizenleyen ve diger hiicrelerle iletisim halinde
olmaya yarayan bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan tiretilen diisiik molekiil agirlikl
ve suda ¢oziinebilen proteinlerdir. Polipeptid ya da glikoprotein formunda bulunabilen
bu proteinler bir enflamasyon ya da antijen ile uyarildiklarinda sentezlenmektedirler.
Depolanabilme o6zellikleri yoktur ve gen transkripsiyonu sonucu iz miktarda
sentezlendiklerinde dahi hedef hiicreyi etkileyebilirler. Bu molekiiller; lenfositlerin
biiylime ve farklilagsmasinda, antijenlerin yok edilmesinde ve hematopoetik hiicrelerin
gelisiminde rol oynarlar (Bidwell ve ark., 1999; Borish ve ark., 2003).

Sitokinler cevap olusturmada etkilesim igerisinde hareket eder. Bu etkilesim
hedef genin ekspresyonu veya aktivasyonu ile gergeklesir. Tiirevlendikleri hiicrelere
gore sitokinler temelde 3 grupta incelenebilir: Mononiikleer fagositlerden
sentezlenenler, monokinler; lenfositlerden sentezlenenler, lenfokinler; lokositlerden
sentezlenenler ise interlokin olarak isimlendirilmistir. Ayrica interferonlar (IFN) ve
timor nekroz faktor (TNF) genleri de yine sitokin grubu igerisindedir (Keen, 2002)
(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Sitokinlerin tiirevlendikleri hiicreler ve birbirleri ile olan iliskileri (Sinclair,
2000).

Interlokin ailesi 16kositler tarafindan salman ve diger l6kositlere etki ettigi
bilinen sitokin grubudur. 40’tan fazla iiyesi olan ve oldukc¢a genis bir aile olan
interlokinler tizerine yapilan ¢alismalar, monosit IL (IL-1 olarak da bilinir) ve lenfosit
IL(IL-2 olarak da bilinir)’nin kesfinden sonra daha da hiz kazanmistir (Dinarello ve
ark., 2010; Akdis ve ark., 2011) (Tablo2.2).

Immiin sistemde proenflamatuar ve antienflamatuar olarak gérev yapabilen
sitokinler, ya hiicrede meydana gelen enflamasyon sonucu dokuda olusacak hasarin
sonlandirmasina etki eder ( antienflamatuar etki), ya da enflamatuar cevabin olugmasi
icin gerekli hiicreleri stimiile eder (proenflamatuar etki). Proenflamatuar sitokinler; IL-
1, IL-6, IL-8, TNF-a ve Prostaglandin E2 olarak bilinirken, bunlara antagonist etki
gosteren antienflamatuar sitokinler ise; IL-4, IL-5, IL-10, IL-1, IL-6, IL-13 ve TGF-
B’dir (Akdis ve ark., 2011; Agnihotri ve ark., 2012).

Sitokinlerden IL-10 ve TNF-a enflamatuar reaksiyonda karsi iki ugta rol alir
(Ross ve ark., 1999; Akdis ve ark., 2011). Otoregiilatuvar bir halkada 6nce TNF-a’ nin
IL-10 tiretimini arttirdigl, doniiste TNF-o sentezini azalttigi diisiiniilmektedir (Abbas ve
ark., 2005).
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Tablo 2.2. Interldkin ailesi ve bulunduklar1 kromozom bélgeleri (Anonim, 2014c)

Onaylanmis Onceki Sinonimleri Kromozom

Sembol Onaylanmis Adi Sembolii

IL1A interl6kin 1, alfa IL1 IL1F1, IL-1A, IL1-ALPHA 2q14

IL1B interl6kin 1, beta IL1F2, IL-1B, IL1-BETA 2q14

IL1F10 interldkin 1 family, member 10 FKSG75, IL-1HY2, IL-1F10, IL1- | 2913
(theta) theta, MGC11983, MGC119832,

MGC119833

L2 interl6kin 2 IL-2, TCGF 4026-927

IL3 interl6kin 3 (colony- IL-3, MULTI-CSF, MCGF, 5023-g31
stimulatingfactor, multiple) MGC79398, MGC79399

IL4 interl6kin 4 BSF1, IL-4, BCGF1, BCGF-1, 5023-g31

MGC79402

IL5 interldkin 5 (colony- IL-5, EDF, TRF 5023-g31
stimulatingfactor, eosinophil)

IL6 interl6kin 6 (interferon, beta 2) IFNB2 IL-6, BSF2, HGF, HSF 7p21-p15

IL7 interl6kin 7 IL-7 8g12-9q13

IL8 interlokin 8 SCYBS, LUCT, LECT, MDNCF, |4qg13-gq21

TSG-1, CXCLS, IL-8, NAP-1, 3-
10C, MONAP, AMCF-I, LYNAP,
NAF, b-ENAP, GCP-1, K60,
GCP1, NAP1

IL9 interl6kin 9 I1L-9, HP40, P40 5g31-935

IL10 interl6kin 10 CSIF, TGIF, IL10A, IL-10 1g31-932

IL11 interl6kin 11 IL-11, AGIF 190913.3-

ql3.4

IL12A interlokin 12A (natural killer NKSF1 |CLMF, IL-12A, p35, NFSK 3025.33
cellstimulatoryfactor 1,
cytotoxiclymphocytematurationfactor
1, p35)

IL12B interl6kin 12B (natural killer NKSF2 |CLMF, IL-12B, NKSF, CLMF2 5g31.1-
cellstimulatoryfactor 2, g33.1
cytotoxiclymphocytematurationfactor
2, p40)

IL13 interlokin 13 P600, IL-13, ALRH, BHR1, 5g31

MGC116786, MGC116788,
MGC116789
IL15 interlokin 15 IL-15, MGC9721 4931
IL16 interlokin 16 LCF, IL-16, priL-16, HsT19289, |15026.3
FLJ42735, FLJ16806
IL17A interlokin 17A CTLAS8, |IL-17A,IL-17 6p12
IL17
IL17B interlokin 17B IL-17B, ZCYTO7, IL-20, 5g33.1

MGC138900, MGC138901, NIRF
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IL17C interlokin 17C IL-17C, CX2, IL-21, MGC126884, | 16q24
MGC138401

IL17D interlokin 17D 1L-22, IL-27, IL-17D, 1L27, 13911
FLJ30846

IL17F interlokin 17F IL-17F, ML-1, ML1 6pl2

1L18 interlokin 18 (interferon-gamma- IGIF, IL1F4, IL-1g, IL-18 11g22.2-

inducingfactor) g22.3

1L18BP interlokin 18 binding protein 1L18BPa 11913

1L19 interlokin 19 1L-19, MDA1, ZMDA1, IL-10C, 1932.2
NG.1

1L20 interlokin 20 ZCYTO10, IL10D, IL-20 1932

1L21 interlokin 21 Zall, IL-21 4026-q27

1L22 interlokin 22 ILTIF, IL-21, zcytol8, IL-TIF, IL- | 1215
D110, TIFa, TIFIL-23, IL-22,
MGC79382, MGC79384

IL23A interlokin 23, alfa altunite p19 SGREF, IL23P19, IL-23, IL-23A, 12913.13
P19

1L24 interlokin 24 ST16 mda-7, IL10B, Mob-5, C49A, 1932
FISP, IL-24

1L25 interlokin 25 IL17E IL-25, IL-17E 14911.2

1L26 interlokin 26 AK155, IL-26 12q15

1L27 interlokin 27 1L30 IL-27, p28, 1L27p28, IL-27A, 16p1l
IL27A, MGC71873

1L31 interlokin 31 1L-31 12¢24.31

1L32 interlokin 32 NK4, TAIF, TAIFb, TAIF 16p13.3

1L33 interlokin 33 C9orf26 |DVS27, DKFZp586H0523, NF- 9p24.1
HEV, IL1F11

1L34 interlokin 34 C160rf77 | MGC34647, IL-34 16g22.1

IL36A interlokin 36, alfa IL1F6 FIL1, FIL1E, IL-1F®6, 2912-q14.1
IL1(EPSILON), MGC129553,
MGC129552

1L36B interlokin 36, beta IL1F8 FIL1, IL-1H2, IL-1F8, FILI-(ETA), | 2q14
IL1-ETA, IL1H2, MGC126880,
MGC126882

IL36G interlokin 36, gamma IL1F9 IL-1H1, IL-1RP2, IL-1F9, IL1H1, |2g12-g21
IL1IE

1L37 interlokin 37 IL1F7 FIL1, FIL1Z, FIL1(ZETA), IL- 2g12-q14.1

1H4, IL-1RP1, IL-1F7
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2.3. Genetik Polimorfizm

Toplumda %1°den daha sik bulunan genetik ¢esitlilik tipi ya da gen secenekleri
polimorfizm olarak tanimlanir. Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, bir grupta yada
bireyler arasinda DNA diziliminde goriilen degisikliklerdir. Gen {izerinde gerceklesen
bu degisimler, gelisim siirecinde tiim tiirlerin farklilasmasina ve bir tiiriin tyeleri
arasinda farklilik olugsmasina yol agabilir. Genomda ¢ogunlugu tek niikleotid diizeyinde
olmak tlizere (insanda on milyon kadar), ikili, iiclii niikleotid tekrar sayilarinda
degisiklikler ve daha azi kromozom diizeyinde bazi yapisal diizenlemeler seklinde
genetik polimorfizmler bulunur. En sik goriileni ise Tek Nokta Polimorfizmi olarak

isimlendirilen SNP (Single Nucleotide Polymorphism)’lerdir (Sekil 2.7).

SNP Kisa Tekrar Dizileri (STR)

Lo |

Birey A~ GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...

5 tekrar
sirey s GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...
6 tekrar
BireyC  GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...
7 tekrar

Sekil 2.7. Bireyler arasinda goriilebilen tek niikleotid polimorfizmleri (Jobling, 2009).

Insan popiilasyonlar: arasindaki genetik cesitlilik nedeniyle, ayn1 hastaliga farkli
popiilasyonlar, farkli yatkinlik gosterebilir. Hastaliga kars1 duyarlilik, direng ve hastalik
prognozu bu genetik farkliliklardan etkilenebilmektedir. SNP’lerin 6nemli rol oynadigi
genetik farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in yapilan taramalar ile hastalifa yatkinlik
olusturabilecek varyant alleller tespit edilebilir, spesifik SNP profilleri belirlenebilir ya
da bireylerin hastaliga yatkinliginin olup olmamasi hakkinda bilgi edinilebilir.

Genlerin kodlama bolgesi i¢inde meydana gelen non-konservatif bir mutasyon,

gen kaybi1 veya eksprese edilen proteinde protein yapisinin degismesi sonucu fonksiyon
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degisimine neden olabilir. Sitokin ve sitokin reseptor genleri genellikle c¢ok iyi
korunmus ekzon dizileri igerisinde bulunur (Bidwell ve ark., 1998).

Transkripsiyonda onemli bir etkiye sahip olabilen genlerin intronunu veya 5'-3'
diizenleyici bolgeleri iceren polimorfizmler, diizenleyici bolgelerden daha uzaktaki gen,
promotor ya da enhansirlarin yapisi igindeki transkripsiyon faktoriine bagli bdlgenin
yapisini degistirebilir (Bidwell ve ark., 1999).

Hastaliklardaki sitokin gen polimorfizmlerinin hastaliga olan katkisini analiz
eden caligmalar son yillarda artsa da, FMF hastalig1 ile ilgili olduk¢a az calisma
bulunmaktadir (Akbas, 2009) (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. FMF hastaliginda bugiine kadar arastirilmis Sitokin Polimorfizmleri.

FMF Hastahginda Arastirilms Sitokin Kromozom Hastahk Ile Iliskisi
Polimorfizmleri

Yok (Balci-Peynircioglu ve ark.,

IL-1b (IL-1Beta-511 (C/T ve IL-1Beta 2914 2008)

+3953 (C/T))

IL-1b reseptorii (IL-1Ra VNTR) 2g12 Yok (Balci-Peynircioglu ve ark.,
2008)

IL-4 70bp 5023-g31 Var (Yigit ve ark., 2014)

IL-6 -174 G/C 7p21-p15 Yok (Karahan ve ark., 2005)

TNF-a(308 G/A)(1031 T/C)(238 G/A) 6p21.3 Egilimli (Diindar , 2013;Bonyadi,

2012; Kobak, 2007)

2.3.1. Real-Time PCR (Gerg¢ek Zamanli PCR)

PCR yontemi hedef DNA ya da RNA molekiiliiniin, primer denilen spesifik
komplementer oligoniikleotidler ile sicakliga dayanikli polimeraz enzimi kullanarak in
vitro olarak c¢ogaltilmasina dayali bir tekniktir. PCR’in en avantajli yonlerinden biri,
hedef genetik materyal icerisinde, 6zgiin bir bdlgenin rahatlikla ¢ogaltilabilmesidir
(Saiki ve ark., 1988).

Gilinlimiizde c¢ogaltilmak istenen dizinin yapisi, fonksiyonu, islevinin analizini

kolaylastiran bir¢ok tipte PCR teknigi uygulanmaktadir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Giliniimiizde uygulanan PCR teknikleri.

Touchdown PCR VNTR-PCR, rep-PCR, I1S-PCR

Hot start PCR RT-PCR

Multipleks PCR AFLP-PCR

Nested PCR RFLP-PCR

Konsensus PCR Strand displacement amplification (SDA)

Ters yonlii PCR Transcription-related amplification (TMA)

AP-PCR ve RAPD-PCR Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)
Kantitatif Real-Time-PCR Allel-spesifik PCR

PCR teknikleri icerisindeki en popiiler tekniklerden biri olan Real-Time PCR,
DNA ya da mRNA molekiiliiniin c¢ogaltilmasini saglayan ve agiga ¢ikan {iriiniin
miktarimi tek seferde analiz eden bir yontemdir (Gibson ve ark., 1996). Floresan isaretli
prob ve boyalar esliginde DNA’nin ¢ogalmasmmin es zamanli olarak
gozlenebilinmesinden dolay1 bu ismi almistir. Klasik PCR tekniklerine oranla ¢ok daha
az hata yapma payi1 olan ve is yiikiinii oldukga azaltan bu teknik, yalnizca DNA veya
mRNA miktar tayininde degil, tek nokta mutasyonu analizi, patojen tayini, DNA hasar
tespiti, metilasyon belirlenmesi ve kromozom bozukluklar1 tespitinde de kullanilan
multifonksiyonel bir tekniktir (Kubista ve ark., 2006).

Real-Time PCR yontemi kendi igerisinde; Ozgiil olmayan Belirleme Sistemi
(SYBR Green 1), Ozgiil Belirleme Sistemi (Tagman Prob ve Molekiiler boncuk),

Hibridizasyon Prob yontemi olmak iizere lice ayrilmaktadir.

1. SYBR Green I Yontemi:

Cift zincirli DNA’nin 6zgiil olmayan amplifikasyonunda kullanilan yontemdir.
Admi reaksiyonda kullanilan boyadan alan bu yontemde, floresan boya sadece cift
zincirli DNA’ya baglanir ve DNA miktarinin artisiyla dogru orantili olarak cihazin
gosterdigi floresan boyada da artis gozlenir. Iyi dizayn edilmis primerler sayesinde
istenilen gen bolgesi kolayca cogaltilabilir. Ancak, istenmeyen lirlin cogalmasi sirasinda

meydana gelen 1s1malardan dolayi hata payi tasir ( Kubista ve ark., 2006).
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2. Tagman Prob Yontemi:

Bu yoOntemin kullanilabilmesi i¢in, Onceden belirlenmis bir diziden
bahsedebilmek gerekir. Yontemde, Cogaltilmak istenen DNA’ ya komplementer olan,
tek zincirli ve floresan igaretli bir prob kullanilir. Bu probun 5’ ucunda fluorophore ( 6-
karboksifloresin=6-FAM),  3’ucunda  quencher  (6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) bulunur. 3’ucundaki boyanin 5’ucundaki boyay1 baskilamasindan dolay1
amplifikasyon olmadiginda 1sima ¢ok diisiik diizeyde gergeklesir. Ancak, ¢ogalma
gergeklestigi esnada, probun bulundugu bolgeye gelindiginde Tag DNA Polimeraz
enzimi 5°-3’ niikleaz aktivitesi gostererek FAM’1in probtan kopmasina neden olur ve

serbest halde bulunan FAM sinyal olusturur (Cacherill ve ark., 2001).

3. Molekiiler Boncuk Yontemi:

Diger iki yontemden daha farkli olan bu yontemde, diiz olan uglarinda iki adet
florokrom boya iceren, sa¢ tokas: seklindeki bir yapinin yuvarlak olan kisminda, hedef
DNA’ya komplementer tek zincirli DNA dizisi bulunur. Serbest halde bulundugunda
1s1ma yapmayan bu molekiiler boncuk probu, DNA ile birlestiginde molekiiliin
konformatik yapis1 degiserek diiz forma geger ve birbirini baskilayarak 1s1may1
engelleyen boyalar da birbirinden uzaklastigindan floresan 1sima miktarinda artis

gerceklesir (Tyagi ve ark., 1996).

4.Hibridizasyon Prob Yontemi:

Hibridizasyon prob yonteminde dondr ve akseptor adi verilen ve farkli floresan
boyalarla etiketlenmis, 6zel olarak tasarlanmis, istenen diziye 6zgii oligoniikleotid
problar kullanilir. Donérde bulunan floresan boya uygun dalga boyuyla eksite edilir ve
enerjisi akseptorde bulunan floresan boyaya aktarilir. Akseptor, daha uzun dalga
boyunda emisyon yapar. Denatlirasyon basamaginda hibridizasyon problar1 soliisyon
icinde ayr1 ayr1 dururken, annealing basamaginda problar hedef DNA dizisine yan yana
baglanir ve birinci boyanin aktarilan emisyon enerjisi ikinci boyayir uyarir. Uyarilan
ikinci boya da emisyon enerjisi yayarak 1sima yapar. Floresan isaretli iki probun

arasindaki bu etkilesime FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
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denilmektedir. Uzama basamaginda her iki prob DNA dizisinden ayrilmaya baglar ve

polimerizasyon bitiminde problar serbest hale donerler (Sekil 2.8).

Akseptor Donor
r \5’ 31\
5 TSI TR R A NY T I ET R R RN A A Y 3’ Hibridizasyon
Akseptor ( P Donor
’ \ 4 I\
5 3 T > 3 TR 3 Deteksiyon
Taq
o3 5’ Primer uzama

COLL L e ey 3’

5!

Sekil 2.8. FRET problarinin ¢alisma prensibi (Anonim, 2014d)

Yayilan floresan miktariyla PCR sirasinda iiretilen hedef DNA miktar1 dogru
orantilidir. DNA miktarindaki artis bu sayede gozlenebilmektedir. PCR isleminden
sonra uygulanan erime egrisi (melting curve) analizi polimorfizm tespitini yapar. Bunun
icin, PCR’da DNA amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik ¢ok yavas bir
sekilde yiikseltilerek her bir Ornek icin erime egrisi olusturulmustur. Sicaklik
yiikseltilmesi sirasinda normal dizi ile polimorfizm igeren dizinin ayrimi
gerceklestirilmektedir. Polimorfizm igeren dizi ile floresan isaretli prob arasinda olusan
dubleks yanlis bir eslesme (“mismatch”) igerdiginden, normal dizi ile prob arasinda
olusan dublekse oranla daha az stabildir. Bu durum, polimorfizm igeren dubleksin daha
diisiik bir erime noktasina (“melting point”) sahip olmasina ve dolayisiyla sicaklik
yiikseltilmesi sirasinda daha diisiik bir sicaklikta ayrismasma yol agmaktadir.
Matematiksel bir doniisiim kullanilarak erime egrilerinden floresan degerinin negatif
tiirevinin sicakliga gére degisimini veren profiller elde edilmekte ve degisik allellere ait

farkli erime sicakliklar gosteren tepeler izlenmektedir (Chaplin ve ark., 1999).
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2.4. interlokin-10 Ve Polimorfizm

Interldkin (IL)-10, kromozom 1(q31-g32) iizerine yerlesmis, 5.1 kb uzunlugunda
ve 178 amino asitten olusan, diizenleyici T lenfositleri, aktive edilmis makrofajlar ve T
yardimct (Th) 2 hiicreleri, dahil olmak iizere ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan

onemli bir antienflamatuar sitokindir (Huang ve ark., 2005) (Sekil 2.9).

Kromozom 1 IL-10
(o) - [arl
- - [ar N [} [} - [SY R ] — 0 - [} (s I Y] [SYR A ] [ar I B Y ) —
w w = T 0 - - oo — 70 - [a¥ ] - - oy = [T ] — 0 - o Moo=
[ar) [ar) Ly I I o o) Lyrl Lyrl o IR = - (8] (a7l Lo N (SRS r] LA L o] b= b = =
o o [ I v I v I v o o o o [+ R v o fa o fa oo ooo Fa 2 2 s o fagan oo
| | | NN X | NN [ ]

Sekil 2.9. Kromozom 1 iizerinde yer alan interlokin-10 geni (Anonim, 2014e)

Bu gen tarafindan kodlanan protein esas olarak monositler ile, daha diisiik
oOl¢iide lenfositler tarafindan iiretilen bir sitokindir. IL-10 iiretiminin seviyesi, immiin
sistem dilizenlenmesinin yani sira, hiicresel ve hiimoral cevap olusumu arasindaki
dengeyi saglamaktadir (Gao ve ark., 2009). IL-10’un immiin ve enflamatuar yanitta
supresor etkisi bulunurken, sitotoksik aktivite ve sitokin sentezi gibi makrofaj
fonksiyonlarinin inhibisyonu etkileri de vardir. Thl sitokinlerini ve MHC klas II’sini
ekspresyonunu ve makrofaj {iizerindeki molekiilleri downregiile eder. Ayrica B
hiicrelerinin poliferasyonunu ve antibody iiretimini de arttirir. NFkB aktivasyonunu
bloke ederek JAK-STAT sinyal yolagmin regiilasyonunu da saglamaktadir. IFN- vy
baskilanmasiyla indiiklenmis TLR-2 feedback inhibisyonu IL-10 {iretimini ve STAT3
aktivasyonu distiriir. Boylece indiiklenmis TLR-2 feedback inhibisyon dongiisii
kesintiye ugrar. IL-10 ekspresyonunun baskilanmasi sonucunda TNF-a gibi enflamatuar

sitokinlerin tiretimi artar (Sekil 2.10).
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IL-10 feedback

inhibition l
TLR2 IL-10R
Stat3

Akt
IFNYy GSK3

CREB

AP-1

IL-10<c— —> TNFa

Sekil 2.10. IL-10'un enflamatuar yanit olusurmada TNF-a ile iliskisi (Hu ve ark., 2007).

IL-10 geni polimorfik bir gen olup, ozellikle promotor bdlgesinde bulunan
polimorfizmler IL-10 seviyesinde farkliliklara neden olmaktadir. IL-10 gen promotor
bolgesinde -1082,-819 ve -592. pozisyonlarinin da i¢inde bulundugu ii¢ biallelik
polimorfizm bulunmaktadir. Bunlar: Farkli seviyelerde gen ekspresyonuyla iliskili olan,
GCC, ACC ve ATA’dir (Roh ve ark., 2002; Wang ve ark., 2011). Dérdiincii ve nadir
olarak goriilen GTA haplotipi ilk defa, Mok ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada
goriilmiis ve bu haplotipin yalnizca Cinlilerde goriildiigi ileri stiriilmistiir (Gibson ve
ark., 2006). Ancak daha sonra yapilan caligmalarla farkli popiilasyonlarda da
goriilebilecegi ispatlanmustir.

IL-10 polimorfizmi iizerinde yapilan arastirmalar dzellikle Cin, Iran, Tiirkiye ve
Pakistan tilkelerinde yogunluk kazanmig durumdadir. Farkli hastaliklar iizerinde yapilan
IL-10 polimorfizmi ¢aligmalarindan bazilarinin, kontrol gruplarina ait genotip ve allel

frekanslari tablo olarak gosterilmistir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. Farkli tilkelerdeki farkli hastaliklarda IL-10 -1082G/A,-592C/A ve -819 C/T polimorfizmlerinin genotip ve allel frekansi dagilimlart

REFERANSLAR ULKE N IL-1082 G/A IL-819/592
Genotip Allel Genotip Allel

G/IG G/IA AIA G A TIT(AIA) CIT(CIA) C/C C T(A)
Afzal ve ark., 2012 Pakistan 99 11,1 829 61 49 b1 15,15 81,82 3,03 42,9 57,1
Boiardi ve ark., 2006 Italya 200 135 455 415 36 64 55 32 62,5 78,5 21,5
Azarpira ve ark., 2010 fran 100 556 785 16 45 55 13/11,5 23/26,5 64/62 74,5/76  25,5/24,5
Ates ve ark., 2011 Tiirkiye 202 12 40 48 32 68 11 50 39 64 36
Zammiti ve ark., 2006 Bahreyn 200 195 535 27 47,3 53,7 95/125 28,5/20,5 63/67 76 24
Abdolrahim-Zadeh ve ark., 2005  iran 320 152 39 458 34,7 653 9,8/9,9 38,2/36,5 52/53,6 71,1 28,9
Tang ve ark., 2014 Cin 660 10,3 47 42,7 338 66,2 13,9/12  36,8/33,9 49,3/54,1 67,7/71,1 32,3/28,9
Mohebbatikaljahi ve ark., 2009 Tirkiye 116 181 405 41,4 384 616 12,1/10,3 37,9/414 50/48,3 69 31
Pigossi ve ark., 2012 Brezilya 277 134 50,3 36,3 386 61,4 10,6/10,3 42,9/42,3 46,5/47,4 32,2/31,1 67,7/68,9
Ates ve ark., 2010 Tiirkiye 102 8 50 44 32 68 11 44 47 32 68
Sofian ve ark., 2013 Iran 31 9,7 484 419 339 66,1 12,9 35,5 51,6 30,7 69,3
Zhou ve ark., 2014 Cin 119 1 9 899 55 945 53,7 32,7 13,4 29,9 70,1
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Bu haplotipler IL-10 ekspresyonunun diisiik (ATA), orta (ACC) ve yiiksek
(GCC) olmas ile iliskilidir. Bununla birlikte IL-10 geninin promotor polimorfik
bolgeleri ve frekanslar1 farkli popiilasyonlarda farkli dagilimlar gosterebilmektedir.
Diger bir deyisle -1082 (G/A)’ da G / G genotip yliksek IL-10 tretimi ile iligkilidir,
ancak G/A, orta ve A/A, disiik dretimi ile iligkilidir. -819 (C/T) ve -592 (C/A)
polimorfizmleri ise IL-10 tiretimi {izerinde bagimsiz bir etkiye sahip oldugu 6ne siiriilse
de (Summers ve ark., 2000), pozisyon -592’deki SNP’nin A alleli IL-10 saliniminin
daha disiik miktarda olmasi ile iliskili oldugunu bildiren c¢alismalar da vardir
(Hutchinson ve ark.,1999).

Psoriasiz hastalar1 ile yapilan bir arastirmada, Kafkasyalilarda nadir goriilen
GTA haplotipi tespit edilmis ve ACC haplotipinin yiliksek IL-10 saliniminda, ATA
haplotipinin de diisiik IL-10 saliniminda etkin rol oynadigi sonucuna varilmistir.
Ailedeki sedef hastalig1 dykiisiiniin ve yas faktoriiniin, IL-10 haplotiplerinin dagilimina
etkisi olduguna dair bir veri elde edilememistir. Kontrol ve hasta grubu arasinda
haplotip frekansinin dagilimi acisindan bir farklilik goriilmemistir (Kingo ve ark.,
2003).

2006 yilinda dev hiicreli arterit hastalifiyla yapilan c¢alismada, hastaliga
yatkinlik olusturmada IL-10-592 C/A polimorfizmi ile iligkili oldugu bulunmustur.
Italya’da yapilan bu calismada, GTA haplotipinin GCC, ATA, ACC haplotiplerine
oranla daha diisiik oranda oldugu tespit edilmistir (Boiardi ve ark., 2006).

2009 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise, sizofreni hastalarinin IL-10
polimorfizmi ile olan iliskisi arastirilmistir. Calisma sonucu, hasta grubunda, saglikli
gruba gore, GTA haplotipinin belirgin bir artis1 oldugu belirtilmistir. Buna bagl olarak,
Tiirk popiilasyonunda IL-10 polimorfizminin sizofreniye yatkinlik olusturabilecegi
iddia edilmistir ( Ozbey ve ark., 2009).

IL-10 polimorfizminin Hepatit C’ye yatkinlik olusturup olusturmadigini
aydinlatan bir ¢alismada ise, allel seviyesinde, hastalik ile IL-10 polimorfizmi arasinda
iligki tespit edilse de genotip dagiliminda ayni iligki bulunamamistir. Sonug olarak farkli
IL-10 polimorfizmlerinin proenflamatuar ve antienflamatuar sitokinler arasinda,
dengesizlige onciilliik edebilecegi 6ne striilmiistiir (Afzal ve ark., 2011b).

Tiiberkiiloz hastalarinin  IL-10 geni promotor polimorfizmi ile iliskisinin

arastirildigr bir caligmada GCC, ATA, ACC haplotiplerinin yan1 sira GTA haplotipi de
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tespit edilmistir ve IL-10 geni iizerindeki polimorfizmlerin tiiberkiiloz hastaliginin
gelismesine etkisi oldugu one siiriilmiistiir ( Afzal ve ark., 2011a).

2012 yilinda Pakistan popiilasyonun sitma hastaligima duyarliig ile IL-10
polimorfizmi arasindaki iliskiyi aciklamayr hedefleyerek yapilan c¢alismada ise,
herhangi bir iliski bulunmadig: belirtilmistir. Bu ¢aligmada da GTA haplotipi tespit
edilmistir ancak, diger ¢alismalardakilere oranla daha sik bu haplotipe rastlanmistir (
Afzal ve ark., 2012).

Bir¢ok caligmada -819 ve -592 bolgesinde linkaj oldugu belirtilmistir. -1082 A
allelinin varliginda konkanavalin A ile yapilan lenfositlerin uyarilmasi, -1082 A
allelinin olmadig: hiicrelere gore daha diisiik IL-10 tiretimine yol agtigi bildirilmistir
(Turner ve ark., 1997; Hutchinson ve ark., 1999). Immiin-enflamatuar hastaliklara
duyarliligin belirlenmesi ile bu SNP’nin fonksiyonel iliskisinin baglantili oldugu
gosterilmigtir. Ayrica, [L-10-592 ile -819 dimorfizmlerinin ¢ok giiclii bir linkaj
dengesizligi gosterdigi bilinmektedir (Crawley ve ark., 1999; Girndt v ark., 2002).

Yapilan ¢aligmalar sonucu IL-10 ile birgok hastalik arasinda iliski bulunurken,
Behget Hastaliginin IL-10 ve TNF-a polimorfizmleri ile iliskisi incelendiginde IL10-
1082 (G/A), -819 (C/T),-592 (C/A), TNF-a -308 (G/A) polimorfizmleri ile herhangi bir
iligki bulunamadigr goriilmiistiir. Behcet hastaliginin olusumunda bu genotiplerin bir
etkisinin olmadigi disiiniilmektedir (Ates ve ark., 2010).

Ote yandan Primer Sjdgren sendromu ile interlokin-10 gen polimorfizmi
arasindaki iliskiyi aragtiran bir ¢aligmada, TNF-0-308 A, 1L-10-1082 G allelinin bu
hastalikla iliskisi oldugu ortaya konmustur (Qin ve ark., 2013).

Zhou ve ark.(2014) nin vokal kordlokoplaki goriilen hastalarda yapmis oldugu
caligmada da hastaligin, IL-10 (-1082/-819/-592) promotor polimorfizmi ile iliskili
oldugunu ortaya koymuslardir.

Hassas bagirsak sendromu ve derin ven trombozu ile IL-10 (-1082/-819/-592)
promotor polimorfizmi iliskisinin analiz edildigi ¢alismalarda ise I1L-10-1082 ile iliski
bulunmusken, -819 ve -592 polimorfizmleri ile bu hastaliklar arasinda bir iligki
bulunamadigi belirtilmistir (Qin ve ark., 2013, Tang ve ark., 2014).

Diger yandan Crohn hastaligi ve iilseratif koliti i¢ine alan enflamatuar bagirsak
hastaliklarinda yapilan ¢alismada, bu hastaliklar ile, [1L-10-592 (C/A) polimorfizmi
iligkili bulunamazken, 1L-10-1082 (G/A) ve -819 (C/T) polimorfizmlerinin kesin
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iliskisi oldugu ve enflamatuar bagirsak hastaliklar1 i¢in bir risk olusturdugu belirtilmistir
(Lv ve ark., 2014).

FMF hastalig1 ile IL-10 sitokini arasindaki iliskiyi aydinlatma adina yapilmis
¢ok az g¢alisma vardir. 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada IL-10 serum diizeyinin atak
geciren FMF hastalariyla kontrol grubu arasinda bir degisiklik gostermedigi ve bu
antienflamatuar sitokinin, diger enflamatuar sitokinler kadar seviyesinde bir artis
gozlenmedigi bildirilmistir ( Baykal ve ark., 2003).

2006 yilinda 24 FMF hastasiyla yapilan bagka bir ¢alismada ise plazma IL-10
seviyeleri incelenmis ve sonu¢ olarak IL-10 seviyesinin hasta grubunda daha yiiksek
seviyede oldugu bildirilmistir ( Erken ve ark., 2006).

FMF’li Ermeni hastalar {izerinde sitokin profilinin ¢ikarilmasi {izerine yapilan
bir arastirmada da aktif FMF hastalarinda IL-6, IL-10, IL-17, TGF-B gibi sitokinler
remisyon donemindeki hasta grubu ve kontrol grubuna gore Onemli derecede farkl
bulunmustur (Manukyan ve ark., 2008). Bununla birlikte FMF hastalar1 ile kontrol
grubu arasinda IL-10 serum seviyesi agisindan anlamli fark olmadigini belirten yayinlar

da mevcuttur (Simsek ve ark., 2007).

2.5. TNF-a

Kagektin olarak da bilinen Tiimor nekrozis faktor alfa ( TNF-a) 17-70 kDa
agirh@inda bir proenflamatuar sitokin olup makrofajlar ve monositler basta olmak {izere
endotel hiicreler, fibroblast, adipositler, B hiicreleri gibi spesifik hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir (Abbas ve ark., 1994; Male ve ark., 1996). Bir¢ok hiicreden
sentezlendigi gibi, bir¢ok hiicreyi de etkileyen TNF-a geni, kromozom 6 (6p21.3)
tizerinde major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif III bolgesinde bulunmaktadir.

Tiimor nekroz faktorii (TNF) enfeksiyona karst konak savunmasinin bir pargasi
olarak fretilen bir sitokindir. Lenfotoksin “a” ve “B” genleri ile kusatilan TNF-a

geninin ayn1 zamanda, HLA smif I (HLA-B) ve sinif II (HLA-DR) ile ¢ok yakin bir
linkaj kurdugu da bildirilmistir (Nedwin ve ark., 1985) ( Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Kromozom 6 iizerinde TNF geninin yerlesimi ve TNF geni tizerinde goriilen
SNP’ler (Verweij, 1999).

TNF-a, TNFR1 ve TNFR2 olmak iizere iki reseptor tarafindan hiicreye baglanir.
Bu baglanmayla birlikte baslayan reaksiyonlar zinciri sonucunda hiicre, apoptozis,
enflamasyon veya aktivasyon sonuglarint dogurur (Sekil 2.12).

99\

TNFa

/

o Caspases
~ ~ —
Apoptozis  Aktivasyon/inflamasyon Apoptozis

Sekil 2.12. TNF-a sinyal yolagi (Russo, 2005).
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TNF, lokal enfeksiyon veya enflamasyon bdlgelerinde immiin yaniti baglatmakta
ve antimikrobiyal savunma sistemlerini de aktive etmektedir (\Van Heel ve ark., 2002;
Asghar ve ark., 2004). Sadece immiinomodiilasyon degil, bunun yani sira timor

gelisiminde de aktif olarak rol oynamaktadir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. Kanser olusumu ve Immiinomodiilasyonda TNF’nin rolii (Sethi ve ark.,
2008).

IMMUNOMODULASYON

TUMOR OLUSUMU
Timor baglatimi

Immiin takip

Hematopoez

Dogal bagisiklik

Dendirik hiicre olgunlagmasi

Tiimor gelisimi

Tiimor poliferasyon

¢

TUmor istilasi

Bakteriyel enfeksiyonlardan
korunma

Tlimor anjiyogenesisi

Tumor metastazi

Tiimér regresyonu

Daha once yapilan calismalar, TNF geninin 5' diizenleyici bdlgesindeki
polimorfizmlerin pek ¢ok enfeksiyon ve enflamatuar hastaliklar ile iliskili oldugunu
gostermistir. 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada, enflamatuar bir hastalik olan romatoid
artrit ile TNF+488A iliskili bulunmusken, TNF+489 polimorfizminin romatoid artrit
duyarliligina herhangi bir katkida bulunmadig bildirilmistir (Aguillon ve ark., 2006).

TNF-a polimorfizmi ile FMF hastalig1 arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak adina,
son yillarda yapilan genetik ¢alismalar, IL-10’da oldugunun aksine daha fazladir. TNF-
a promotor polimorfizminin FMF’e duyarliligin belirlenmesinde bir belirteg
olabileceginin savunuldugu bir calisgmada, TNF-0/238 ve TNF-a/308 genotip
dagilimlar ve allel frekanslarin hasta ve kontrol grubunda benzer bulundugu ve FMF
akut ataklarmmin siklig1 ile bu genotipler arasinda anlamli bir iligki bulunamadigi
belirtilmistir ( Kobak ve ark., 2007).

FMF hastalarinda amiloidoz gelisiminin aragtirildig1 ¢alismada ise, TNF-a-308
polimorfizminin AA tipi amiloidoz fenotipi ile belirgin bir iliskisi olmadig1 ve FMF

hastalarinda amiloidoz gelisimine etkisi bulunmadig1 6ne siiriilmistiir (Yilmaz ve ark.
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2003). Bunlara paralel olarak, 2013 ve 2007 yilinda yapilmis olan ¢alismalarda da
TNF-0-308 genotipi ile FMF mutasyonlari arasinda bir iliski bulunamamistir (Demirel
ve ark., 2007; Diindar ve ark., 2013).

2012 yilinda yapilan bir calismada da FMF hastalarindaki TNF-a-308 GG’nin,
amiloidoz ve artrit gelisimine yatkinlik olusturdugunu ve TNF-a-308 A allel frekansinin
da amiloidozlu hastalarda oldukea diisiik oldugunu, aralarinda koruyucu bir role sahip
olabilecegini belirtilmistir ( Bonyadi ve ark., 2012).

Bir bagka enflamatuar hastalik olan Sarkoidoz hastaliginda, TNF-a-(-857,-1031),
IL-10(-592,-819) ve IL-6-634 polimorfizmleri arasindaki iligkinin arastirildigi
calismada, total olarak hasta ve kontrol grubunda SNP'lerde bir farklilik
gbézlenmemisken, 1L-10-819 ve- 592 de goz tutulumu grubu igerisinde, prevalans
degerleri bakimindan bir farklilik tespit edilmistir. Kardiak tutulumu grubunda ise, bu
farklilik TNF-a-857 polimorfizminde, hasta ve kontrol grubu arasinda gézlemlenmistir.
Sonu¢ olarak TNF-a-857 polimorfizminin kardiak sarkoidoz olusumuna yatkinlik
olusturabilecegi kanisina varilmisken; ayni kani, goz tutulumu ile goriilen sarkoidoz i¢in
IL-10-819 ve- 592 SNP’lerinde gegerlidir.( Kuroda ve ark., 2013).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ile TNF-a-857 polimorfizmi arasindaki
iliskiyi aciklamay1 hedefleyen baska bir calismada ise, Ulseratif Kolit ile TNF-0-857
polimorfizmi arasinda genotip ve allel frekanslart sonuglarina gore bir iliski
kurulamamigken, Crohn hastaligi ile TNF-0-857 polimorfizmi arasinda muhtemel bir

iliski oldugu tespit edilmistir ( Rahbar ve ark., 2014).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Cahsma Grubunun Secimi

Calismada Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesine basvuran, FMF risk analizi tetkiki istenen, Tibbi Biyokimya
Laboratuvarinda ¢alisilan bu tetkik sonucunda FMF mutasyonlar1 tespit edilen 100 adet
FMF Hastast hasta grubunu olusturmustur. Kontrol grubunu ise 112 adet FMF
mutasyonu tasimayan, bilinen herhangi bir immiinolojik hastaligt (FMF, Behget,
Colyak, Romatoit Artrit gibi) bulunmayan kisiler olugturmustur.

Calismaya baslamadan 6nce GOU Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’na basvuru yapilarak ve 13 KAEK-011 proje numarasiyla etik kurul onayi

alinmustir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calisma i¢in secilen bireylere c¢alisma konusu hakkinda bilgi verilerek
“Aydmlatilmis Onam Formu” imzalatilmis ve calismaya katilmalart adina onaylar
alinmistir. Calismaya katilan bireylerin rutin tetkikler i¢in verdikleri EDTA igeren
tiiplere alman tam kan ornekleri GOU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Molekiiler Biyokimya Laboratuvari’nda +4 °C’ de saklanmigtir. Toplanan tam
kanlardan elde edilen DNA 6rnekleri ¢alisma i¢in gerekli sayiya ulasana kadar -80 °C’
de bekletilmistir.

3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Vivantis marka GF-1 Blood DNA Extraction Kit kullanilarak
yapilmistir. DNA izolasyonunda uygulanan prosediir asagidaki gibidir:
. EDTA’l1 tiipte bulunan tam kan oda sicakligina getirildikten sonra alt-iist edilerek

homojenize edilmistir.
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EDTA’l1 tiipte bulunan tam kandan 200 pL 1,5 mL hacimli tiipe alinarak {izerine
200 pL binding buffer ve 20 pL proteinaz K konduktan sonra karistirilmistir.

Is1 blogunda 10 dakika boyunca 65°C sicakliginda beklemeye birakilan karigim
tizerine 200 pL saf etanol eklendikten sonra tekrar karistirilmistir.

Filtreli tiipe konulan karisim 1 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilip dipte kalan
stvi uzaklastirilmistir.

Filtreli tiipe 500 puL wash buffer 1 eklenipl dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij
edilmistir.

Dipte kalan fazla sivi uzaklagtirilip filtreli tiipe 500 pL wash buffer 2 eklenmistir.
Filtreli tip 1 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilip dipte kalan fazla sivi
uzaklagtirilmistir.

Filtreli tiipe 500 pL wash buffer 2 tekrar eklenmis ve 3 dk siireyle 5000 rpm’ de
santrifiij edilmistir.

Yine dipte kalan fazla sivi uzaklastirilarak, filtreli tiip10 saniye siireyle 13,000
rpm’de santrifiij edilmistir.

Filtreli tiip yeni bir tiipe alinmis ve dnceden 65°C sicaklikta 1sitilmig 100 pL
elution buffer, filtreli tiipe konulmustur.

5000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edilerek, filtre uzaklastirilmistir.

Tip igerisinde kalan sivida DNA bulunmaktadir.

Elde edilen DNA’lar ¢alismamizda kullanilmak {izere muhafaza edilmistir.

3.4. Polimorfizmlerin Tespit Edilmesi

Real-Time PCR ile FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

hibridizasyon problar1 ve erime egrisi analizi ile IL-10 (G/A), 1L-10-819 (C/T), IL-10-
592 (C/A) ve TNF-0-308 (G/A) polimorfizmlerinin tespiti yapilmistir.

Real-Time PCR ve erime egrisi analizi LightCycler® 480 11 (Roche Diagnostics

Ltd., Rotkreuz, Swirzerland) cihazinda, LightCycler® 480 Software 1.5.0 yazilimi

kullanilarak gergeklestirilmistir. Uygulanan Real-Time PCR islemi sonunda DNA
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miktarindaki artig1 gosteren amplifikasyon egrisi, erime egrisi analizi sonucu elde edilen

egrime egrisi ve erime egrisinden elde edilen erime piki grafikleri elde edilmis olup bu

grafiklere gore 1L-10-1082 (G/A), 1L-10-819 (C/T), IL-10-592 (C/A) ve TNF-0-308

(G/A) gen polimorfizmleri tespit edilmistir.
IL-10-1082(G/A), 1L-10-819 (C/T), IL-10-592 (C/A) ve TNF-a-308 (G/A) gen

polimorfizmlerinin tespiti i¢in gerekli olan primer ve prob setleri, daha 6nce yapilmis

bir galismaya gore sentezlettirilmistir (Castro-Santos ve ark., 2006) (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. 1L-10-1082 (G/A), 1L-10-819 (C/T), IL-10-592 (C/A) ve TNF-a-308 (G/A)
Polimorfizmlerin tespitinde kullanilan primer ve prob dizileri (TIB MOLBIOL,

Syntheselabor, Berlin, Germany).

o~ Primer/Prob Oligoniikleotit Dizisi
c’_oo| Forward Primer: |5-ATCCAAGACAACACTACTAAGGC
Q Rewerse Primer: |5’-ATGGGGTGGAAGAAGTTGAA
=|' Probl: 5’-GGATAGGAGGTCCCTTACTTTCCTCTTACC-FL
Prob2: 5’-LC640-CCCTACTTCCCCCTCCCAAA-PH
@ Forward Primer: |5’-TCATTCTATGTGCTGGAGATGG
® |Rewerse Primer: |5’ -TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT
j Probl: 5’-GGTGATGTAACATCTCTGTGCCTC-FL
~ | Prob2: 5’-LC640-TTTGCTCACTATAAAATAGAGACGGTAGGG-PH
o Forward Primer: |5’-GGTGAGCACTACCTGACTAGC
< |Rewerse Primer: |5-GCAGCCCTTCCATTTTACTTTC
j Prob1: 5’-AGCCTGGAACACATCCTGTGACCCC-FL
~ | Prob2: 5’-LC640-CCTGTCCTGTAGGAAGCCAGTCTC-PH
< Forward Primer: | 5’-CCTGCATCCTGTCTGGAAGTTA
‘g Rewerse Primer: |5’-CTGCACCTTCTGTCTCGGTTT
% Probl: 5’-AACCCCGTCCCCATGCCCC-FL
= |Prob2: 5’-LC640-CAAAACCTATTGCCTCCATTTCTTTTGGGGAC-PH

IL-10-1082, -819 ve TNF-a-308 gen polimorfizmlerinin tespiti igin gerekli PCR
kosullar1 Tablo 3.2. deki gibi optimize edilmistir.
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Tablo 3.2. 1L-10-1082 (G/A), IL-10-819 (C/T) ve TNF-0-308 (G/A) gen
polimorfizmlerinin tespiti i¢in gerekli PCR kosullari.

s . Baslang Son
Igerik Hacim Konsasntragsjonu Konsatrasyon
H,0 34 uL - -
Forward Primer 2uL 5 pmol/mL 0,5 mM
Reverse Primer 2uL 5 pmol/mL 0,5 mM
Probl 2uL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
Prob2 2uL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
MgCl, 1,6 uL 25 mM 2 mM
FastStart Master Mix 2 uL 10X 1X
Kalip DNA 5uL 40 ng/mL 10 ng/mL
Toplam hacim 20 puL - -

PCR karigimi hazirlandiktan sonra, polimorfizm tespiti yapmak {izere Light
Cycler 480 II cihazina yerlestirilmistir ve Tablo 3.3.’de gosterilen PCR prosediirii

uygulanmstir.

Tablo 3.3. IL-10-1082 (G/A), IL-10-819 (C/T) ve TNF-a-308 (G/A)  gen

polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR prosediirii

PCR Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 600 sn 1
95°C 6 sn
Amplifikasyon 63°C 10 sn (Tek Okuma)
72°C 22 sn 30
95°C 30sn
Erime Egrisi Analizi 40°C 30 sn 1
75°C 0,19 °C/sn (Siirekli Okuma)
Sogutma 40°C 30sn 1

IL-10-592 gen polimorfizminin tespiti icin digerlerinden farkli bir PCR prosediirii
izlenmistir (Tablo 3.4.)
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Tablo 3.4. IL-10-592 (C/A) gen polimorfizmlerinin tespiti i¢in gerekli PCR kosullar

— . Baslangi Son
Ieerik Hacim Konsasntra%‘;onu Konsatrasyon
H,0 3,4 uL - -
Forward Primer 2 uL 5 pmol/mL 0,5mM
Reverse Primer 2uL 5 pmol/mL 0,5 mM
Probl 2,4 uL 1,5 pmol/mL 0,18 mM
Prob2 2,4 uL 1,5 pmol/mL 0,18 mM
MgCl, 0,8 uL 25 mM 1 mM
FastStart Master Mix 2uL 10X 1X
Kalip DNA SuL 40 ng/mL 10 ng/mL
Toplam hacim 20 pL - -

Tablo 3.5. IL-10-592 (C/A) gen polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR prosediirii

PCR Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 600 sn 1
95°C 6 sn
Amplifikasyon 64°C 10 sn (Tek Okuma) 33
72°C 22 sn
95°C 30 sn
Erime Egrisi Analizi 40°C 30 sn 1
80°C 0,19 °C/sn (Siirekli Okuma)
Sogutma 40°C 30 sn 1

3.5. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar SPSS 15.0 programi kullanilarak yapilmistir
(SPSS Inc. Chicago, IL). Kontrol ve FMF grubundaki IL-10 ve TNF-a
polimorfizmlerinin allel, genotip ve haplotip frekanslar1 arasinda Ki-kare testi
uygulanmistir ve P<0,05 bulunan degerler, istatistiksel bakimdan anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Analizleri sonucunda olusan erime egrisinde, pik derecelerine gore hasta ve kontrol
grubuna ait bireylerin genotiplendirilmeleri IL-10-1082 (G/A) polimorfizmi i¢in; IL-10-
1082 (AA), IL-10-1082 (AG), IL-10-1082 (GG) olarak belirlenmis olup, ¢alisma
sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi, erime egrisi ve erime piki grafikleri Sekil
3.1., Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.de gosterilmistir.

IL-10-1082 (G/A) polimorfizmi igin genotip belirlenirken erime egrileri ve
erime pikleri asagidaki gibi yorumlanmustir:

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 60°C de tek bir pik seklinde ise
iki allel de G/G genotipi goriilmektedir.

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 60°C ve 54°C de iki pik seklinde
ise A/G genotipi goriilmektedir.

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 54°C de tek bir pik seklinde ise

iki allel de A/A genotipinin gostermektedir.
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IL-10-819 (C/T) polimorfizmi igin; 1L-10-819 (CC) IL-10-819 (CT) IL-10-819
(TT) olarak belirlenmis olup, ¢alisma sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi, erime
egrisi ve erime piki grafikleri Sekil 3.4. Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.da gosterilmistir.
IL-10-819 (C/T) polimorfizmi igin genotip belirlenirken erime egrileri ve erime
pikleri agsagidaki gibi yorumlanmigtir:
Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 64°C de tek bir pik seklinde ise
iki allel de C/C genotipi goriilmektedir.
Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 64°C ve 55°C de iki pik seklinde
ise C/T genotipi goriilmektedir.
Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 55°C de tek bir pik seklinde ise iKi

allel de T/T genotipinin géstermektedir.
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TNF-0-308 (G/A) polimorfizmi igin; TNF-0-308 (AG) ve TNF-a-308 (GG)
olarak belirlenmis olup, ¢alisma sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi, erime egrisi
ve erime piki grafikleri Sekil 3.7. Sekil 3.8.ve Sekil 3.9. da gésterilmistir.

TNF-0-308 (G/A) polimorfizmi i¢in genotip belirlenirken erime egrileri ve erime
pikleri agsagidaki gibi yorumlanmigtir:

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 70°C de tek bir pik seklinde ise iKi
allelde G/G genotipi goriilmektedir.

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 58°C ve70°C de iki pik seklinde
ise A/G genotipi goriilmektedir.

TNF-0-308° de A/A genotipi gozlenememistir.
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IL-10-592 (C/A) polimorfizmi i¢in; IL-10-592 (CC) IL-10-592 (CA) IL-10-

592 (AA) olarak belirlenmis olup, ¢alisma sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi,
erime egrisi ve erime piki grafikleri Sekil 3.10. Sekil 3.11. ve Sekil 3.12. de
gosterilmistir.

IL-10-592 (C/A) polimorfizmi i¢in genotip belirlenirken erime egrileri ve erime
pikleri asagidaki gibi yorumlanmaistir:

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 68°C de tek bir pik seklinde ise iki
allel de C/C genotipi goriilmektedir.

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 68°C ve 55°C de iki pik seklinde
ise C/A genotipi goriilmektedir.

Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 55°C de tek bir pik seklinde ise iKi

allel de A/A genotipinin gostermektedir.
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4.1. Demografik Ozelikler

Kontrol grubunu olusturan 112 bireyin %601 erkek, %40°’1 ise kadin olup, FMF

hastast grubunu olusturan 100 bireyin ise %46’s1 erkek, %540 kadin olarak

belirlenmistir.

4.2. Genotip Frekanslar:

Kontrol ve hasta gruplarinin genotip frekanslarina bakildiginda; kontrol grubunda
IL-10-1082 (G/A) genotiplerinin yiizde oranlari %34 A/A, %53 A/G ve %13 G/G
olarak tespit edilmis olup, FMF hastalar1 grubunda ise bu oranlar %31 A/A, %60 A/G
ve %9 G/G olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. 1L-10-1082 (G/A) genotip frekanslari

Genotip

Kontrol FMF

n=112 n=100
A/A 38 (%34) 31 (%31)
A/G 59 (%53) 60 (%60)
G/G 15 (%13) 9 (%9)

P= 0,462

IL-10-819 (C/T) genotiplerinde ise kontrol grubunda; %44 C/C, %44 C/T ve % 12 T/T,
hasta grubunda ise; %48 C/C, %36 C/T ve % 16 T/T olarak tespit edilmistir.

IL-10-592 (C/A) genotipinde ayni sonuglara ulagilmistir (Tablo 4.2 ve 4.3).
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Tablo 4.2. 1L-10-819 (C/T) genotip frekanslari

i Kontrol FMF
Genot
ehotip n=112 n =100
CIC 49(%44) 48(%48)
CIT 50 (%44) 36 (%36)
TIT 15 (%12) 16 (%16)
P =0,382
Tablo 4.3. 1L-10-592 (C/A) genotip frekanslari
Genotip Kontrol FMF
n=112 n =100
C/C 49(%44) 48(%48)
CIA 50 (%44) 36(%36)
AIA 15 (%12) 16 (%16)
P =0,382

TNF- a-308 (G/A) genotiplerindeki yiizdelik degerler ise; kontrol grubunda %25
A/G ve %75 G/G bulunmusken, hasta grubunda %30 A/G ve %70 G/G olarak tespit

edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. TNF- a-308 (G/A) genotip frekanslari

Genoti Kontrol FMF

P n=112 n =100
AG 28(%25) 30(%30)
G/G 84(%75) 70 (%70)

P =0,415
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4.3. Allel Frakanslar:

Kontrol ve FMF grubu arasindaki allel frekanslar1 incelendiginde IL-10-1082
(G/A) polimorfizminde gozlenen A allelinin frekanst kontrol grubunda %60, FMF
grubunda ise %61 olarak tespit edilmistir. G allelinin frekansi ise kontrol grubunda
%40, FMF grubunda ise % 39 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. 1L-10-1082 allel frekanslari.

Kontrol FMF
Allel n=112 n=100
G 89(%40) 78(%39)
A 135(%60) 122(%61)
P =0,878

IL-10-819 ve-592°de ise, her iki grupta da C alleli %66 olarak; T alleli (IL-10-592°de A
alleli) %34 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. 1L-10-819/592 allel frekanslar1

Kontrol FMF
Allel n=112 n =100
T(A) 76 (%34) 68 (%34)
C(©) 148 (66) 132 (%66)
P =0,988

TNF-a-308 polimorfizminde gozlenen A alleli frekansi ise; kontrol grubunda %
12,5; FMF grubunda %15 olarak bulunmustur. G alleli ise; kontrol grubunda %87,5;
FMF grubunda %85 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. TNF-a-308 allel frekanslari.

Kontrol FMF
n=112 n=100
Allel
A 28 (%12,5) 30 (%15)
G 196 (%87,5) 170 (%85)
P =0,455

Yapmis oldugumuz c¢alismada, IL-10° da genotip frekanslarinin arasindaki
dagilim1 gdstermek adina asagidaki tabloda yer alan veriler elde edilmistir. GCC*/GCC
genotipleri her iki grupta da en yiiksek siklikta bulunurken, GCC*/GCC" genotipi en
diisiik siklikta gortlmiistiir (Tablo 4.8). FMF grubu ve kontrol grubu arasinda genotip
dagilimlar1 bakimindan istatistiksel bir fark bulunamamistir (P=0,633; P>0,05).

Tablo 4.8. 1L-10 genotiplerinin kontrol ve FMF grubunda karsilastirmali dagilimi

Kontrol FMF
IL 10 Genotipleri n=112 n =100
GCC'/GCC” 13 (%11,6) 9 (%9)
GCC'/GCC 58 (%51,7) 58 (%58)
GCC/GCC 41 (%36,6) 33 (%33)
P =0,633

4.4. Haplotip Analizi

Aragtirilan  SNP’lerin  olusturdugu haplotiplerin kontrol ve FMF grubundaki
dagilimi ve frekansi hesaplanmistir. Buna gore ¢alismada, GCC ve ATA, ACC ve daha
az siklikta GTA haplotipleri belirlenmistir (Tablo 4.9). En yiiksek siklikta rastlanan
GCC haplotipi, FMF ve kontrol gruplarinda paralel sonuglar vermistir. Haplotip
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dagilimlari, kontrol ve FMF grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik

gostermemistir (P=790, P>0,05).

Tablo 4.9. IL-10 haplotiplerinin kontrol ve FMF grubunda karsilastirmali dagilim1

Kontrol FMF
IL-10 Haplotipleri n=112 n =100
GCC 84 (%37,5) 76 (%38)
ACC 64 (28,5) 56 (28)
ATA 71(%31,7) 66 (%33)
GTA 5 (%2,3) 2 (%1)
P =0,790

4.5. TNFo/IL-10 genotiplerinin iliskili analizi

TNF-0-308 ve IL-10 haplotipleri TNF-a yiiksek/IL-10 yiiksek, TNF-a yiiksek/IL-
10 orta, TNF-a yiiksek/IL-10 diisikk, TNF-a diisiik/ IL-10 yiiksek, TNF-o diistik/ 1L-10
orta ve TNF-a diisiik/IL-10 diistik olarak 6 grupta siiflandirilmistir.

TNF-a ve IL-10 genotipleri, FMF ve kontrol gruplarinda kombine edilerek analiz
edildiginde, 1L10 GCC'/GCC" (orta)/TNF3080 A tastyic1 (A/G) (yiiksek) genotipinde
anlam bulunmusken (p=0014, p<0,05), diger genotiplerde herhangi bir anlam tespit
edilememistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Kontrol ve FMF grubununda TNFo/IL-10 polimorfizminin kombinasyonu.

TNFo/IL-10 GENOTIPLERI Kontrol FMF P
n=112 hastalari
n= 100

IL10 GCC*/GCC  (yiiksek)/ TNF308a (A/G) (yiiksek)  6(%5)  4(%4) 0,752
IL10 GCC'/GCC (orta)/TNF308a (A/G) (yiiksek)  10(%9)  22(%22) 0,014
IL10 GCC/GCC (diisiik)/ TNF3080 (A/G) (viiksek) ~ 12(%11) 4(%4) 0,112
IL10 GCC*/GCC*(yiiksek)/TNF308 o G/G (diisiik) ~ 7(%6)  5(%5) 0,924
IL10 GCC*/GCC (orta)/ TNF3080. G/G (diisiik) 48(%43)  36(%36) 0,308
IL10 GCC/GCC (diisiik)/ TNF3080. G/G (diisiik) 29(%26) 29(%29) 0,612

49



4.6. Diplotip Analizi

Haplotiplerin dagilimlari, FMF ve kontrol gruplarinda analiz edildiginde diisiik
IL-10 yapimina neden olan ATA/ATA haplotipi FMF grubunda %14 olarak
bulunmusken, kontrol grubunda %9 olarak tespit edilmistir. Fakat bu fark istatistiksel
anlam tasimamaktadir (p>0,05). En sik goriilen haplotiplerden GCC/ACC haplotipi
FMF grubunda, kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur ancak, istatistiksel
olarak bu fark anlamli degildir (p=0,082).

Bunun yani sira yaptigimiz c¢alismada IL-10 polimorfizminde nadir goriilen
haplotip gruplarindan GTA haplotipine de rastlanmistir. Hem kontrol hem de FMF
grubunda bu haplotip tespit edilmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. IL-10 haplotiplerinin FMF ve Kontrol gruplarindaki zigotik dagilimi.

IL-10 Diplotipi Kontrol Grubu FMF hastalari P
n=112 n=100

ACC/ACC 12(%11) 6(%6) 0,326
ACC/ATA 16(%14) 11(%11) 0,610
ATA/ATA 10(%9) 14(%14) 0,344
GCC/ACC 24(%21) 33(%33) 0,082
GCC/ATA 33(%29) 25(%25) 0,467
GCC/GCC 13(%12) 9(%9) 0,692
GCC/GTA 1(%1) 0 0,999
GTA/ATA 2(%2) 2(%2) 0,999
GTA/GTA 1(%1) 0 0,999
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5. TARTISMA VE SONUC

Immiin fonksiyonlarin diizenlenmesini saglayan, bagisiklik sistemi hiicrelerinin
kontrolii altinda sentezlenen ve suda ¢Oziinebilen proteinler olan sitokinler,
enflamasyon ya da antijen varliginda uyarilarak sentezlenmektedirler. Ozellikle cevap
olusturmada etkilesim halinde olan sitokinler, hedef genin aktivasyonu ya da
ekspresyonu ile bu etkilesime gegmektedirler (Borish ve ark., 2003; Drenth ve ark.,
2006).

Lokositler tarafindan sentezlenen ve oldukca genis bir aile olan interldkinler,
hiicrede meydana gelen enflamasyon sonucu dokuda olusan hasar1 sonlandirma etkisi
ile antienflamatuar olarak, enflamatuar cevabin olusmasi igin gerekli olan hiicreleri
stimiile etmesi ile de proenflamatuar olarak gorev yapmaktadirlar (Agnihotri ve ark.,
2012). Sitokinlerden IL-10 ve TNF-o enflamatuar cevap olusturmada farkli yonlerde
gorev alir. IL-10, TNF-a ve IL-12 gibi proenflamatuar sitokinlerin sentezini inhibe
ederek enflamasyonu baskilar (Rahim ve ark.,2005).

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, bir grupta ya da bireyler arasinda %1
den daha sik sekilde DNA diziliminde gorilen degisikliklerdir. En sik goriilen
degisiklikler SNP olarak bilinen tek nokta polimorfizmleridir. DNA {izerinde tek
niikleotidde meydana gelen bu degisimler, bazen genin yapisinda degisime neden olarak
farkli iirlin sentezlenmesine neden olurken, bazen de gen iizerinde meydana gelen
degisim ayni aminoasidi kodlayan farkli bir kodon olusuma neden olur. bu durumda
farkl1 bir {irlin meydana gelmez.

Genetik ¢esitliligin artmasina neden olan SNP'ler, popiilasyona, etnik kdkene ve
cevre kosullarina bagh olarak farkli dagilim gosterebilir (Smith, 2002). Ozellikle de
hastalik bazinda yapilan taramalarda SNP profilleri, popiilasyonun hangi hastaliga daha
fazla yatkin olduguna dair bizi bilgilendirebilir. Sitokin genleri i¢indeki
polimorfizmlerin ¢ogu varsayilan yada bilinen diizenleyici bdlgelerde meydana
gelmektedir (Bidwell ve ark., 1998). Diizenleyici bolgelerde meydana gelen
polimorfizmler ilag yanit1 ya da toksisitesi lizerinde degisimlere neden olabilmektedir.

Interlokin-10, enflamatuar yanit olusturmada siipresor etkiye sahip olan hiicresel

ve hlimoral yanitta dengeyi saglayan, makrofaj lizerindeki molekiilleri inhibe eden bir
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sitokindir. Olusturmus oldugu bu antienflamatuar etki ile FMF hastalig1 {izerinde de
onemli rol dstlenmektedir. Bir ¢ok enflamatuar hastaligin, interlokin-10
polimorfizmiyle olan iliskisi arastirilmistir (Tablo 2.5).

Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), IL-10'un aksine proenflamatuar bir sitokin
olup, immiin sistem hiicrelerinin bir¢ogu (makrofaj, monosit, fibroblast, endotel
hiicreler, B hiicreleri gibi) tarafindan iiretilmektedir. Enfeksiyon olusumuna defans
olarak iiretilen TNF-a, baglandigi reseptore gore, apoptozis, enflamasyon ya da
aktivasyon sonuglarimi dogurur. Lokal enfeksiyon ve enflamasyon bolgelerinde immiin
cevabi baglatarak, antimikrobiyal savunma sistemlerinin devreye girmesini saglar (Van
Heel ve ark., 2002; Asghar ve ark., 2004).

TNF-a geni de IL-10 gibi polimorfik bir gen olup, yapilan calismalar sonucu
tizerindeki SNP'lerin bir ¢ok enfeksiyon ve enflamatuar hastalik olusumuna yatkinlik
olusturabildigi sonucuna varilmistir (Aguillo'n ve ark., 2006; Kuroda ve ark., 2013;
Rahbar ve ark., 2014).

FMF hastaligi, karin agrisi, tekrarlayan ates, artrit, poliserdzit gibi belirtiler
gosteren, Ozellikle, Ermeni, Arap, Tiirk ve Yahudilerde sik goriilen otozomal resesif
gecisli bir enflamatuar hastaliktir (Sohar ve ark., 1967; Ece ve ark., 2014). Genellikle 20
yasinin altindayken ilk atak geg¢irildiginden, teshis erken donemlerde konulmaktadir.

Hastaligin olusumunda MEFV geni lizerinde meydana gelen mutasyonlarin
oldukca oOnemli oldugu bilinmektedir. MEFV geninin kodladigi pirin proteini
enflamasyonun kontrol altinda tutulmasindan sorumludur. Bu bolgede meydana gelen
mutasyonlar, enflamasyon kontroliinii saglamada yetersiz kalinmasina neden olabilir.

Homozigot oldugu durumlarda amiloidoz olusumuna neden olan M694V
mutasyonu, FMF hastalarinin da biiyiik bir bolimiinde goriilmektedir (Akar ve ark.,
2000; Yilmaz ve ark., 2003). FMF hastalig1 olusumunun, sadece mutasyondan kaynakli
olmadigi, bununla birlikte g¢evresel etkinin de hastalik patogenezinde Onemli rol
oynadig1 diisliniilmektedir (Akbas, 2009).

Hastaligin bilinen tek tedavisi kolsisin ile gergeklesmektedir. Ancak kolsisin,
hastaligin tamamen iyilestirilmesini saglamamakta, yalnizca atak gecirilmesine engel
olmaktadir. ilag birakildiginda tekrar ataklar goriilmektedir.

Enflamatuar bir hastalik olan FMF hastalig: ile enflamatuar yanitta dnemli rol

oynayan sitokinler arasindaki iliskiyi aydinlatma adina yapilan ¢aligsmalar heniiz ¢ok az
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sayidadir. Yapilan arastirmalarda IL-4 gen polimorfizmiyle FMF hastaligi arasinda
anlamli bir iliski bulunmusken, IL-6, IL-1p, TNF-a gen polimorfizmleri ile anlamli bir
sonug¢ elde edilemedigi belirtilmistir (Karahan ve ark., 2005; Kobak ve ark., 2007;
Balci-Peynircioglu ve ark., 2008; Bonyadi ve ark., 2012; Diindar ve ark., 2013; Yigit ve
ark., 2014).

Polimorfik bir gen olan Interlokin-10" un promotor bdlgesinde, pozisyon -1082
G>A, -819 C>T ve -592 C>A'nin iginde bulundugu {i¢ biallelik polimorfizm
gorilmektedir. GCC, ACC ve ATA nin yan sira daha nadir olarak goriilen GTA
haplotipi, interlokin-10 ekspresyonunun seviyesi ile iligkilidir. ATA haplotipi, diisiik
IL-10 ekspresyonuna neden olurken, ACC orta seviyede, GCC ise yiiksek IL-10
ekspresyonu ile iligkilidir. Her popiilasyonda ayni dagilimi géstermeyen IL-10 geninin
polimorfik bolgeleri ve frekanslari, cografi ve etnik duruma gore farkli dagilim
gosterebilmektedir (Tablo 2.5). Ancak genelde 1L-10-1082 (G/A)'da G/G genotipi
yiiksek IL-10 yapimu ile iligkili iken, -1082 (G/A) orta, -1082 (A/A) genotipi de diisiik
IL-10 tretimi ile iligkilidir. IL-10-819 (C/T) ve -592 (C/A)'nin IL-10 tiretimi tizerindeki
etkisinin bagimsiz oldugunu iddia eden ¢aligmalarin yani sira -592' deki SNP'nin A
allelinin diisiik IL-10 salinim ile iligkili oldugunu 6ne siiren ¢alismalar da mevcuttur
(Turner ve ark., 1997; Hutchinson ve ark., 1999; Marincola, 2006).

Yaptigimiz bu calismada rastladigimiz GTA haplotipi, ¢alismamizda ki diger
haplotiplere gore daha diisiik oranda tespit edilmistir. FMF grubunda %1, kontrol
grubunda da %2,3 olarak tespit edilen GTA haplotipi, istatistiksel olarak anlamli
bulunamamis ve farkli hastaliklarda daha once yapilan IL-10 polimorfizmi ¢aligmalari
sonuglarmin bazilariyla paralellik géstermistir (Kingo ve ark., 2003; Boiardi ve ark.,
2006; Afzal ve ark., 2011a ; Afzal ve ark., 2011b). Ancak GTA haplotipinin, diger
haplotiplere gore daha sik goriildiigli ve istatistiksel olarak anlamli bulundugu
calismalar da mevcuttur (Ozbey ve ark., 2009; Afzal ve ark., 2012).

Yapmis oldugumuz calismada, daha 6nce arastirilmamis olan, Interldkin-10-
1082,-592,-819 ve TNF-0-308 gen polimorfizminin FMF hastalig1 ile olan iligkisinin
aciklamasi hedeflenmistir.

Daha o6nce FMF hastaligi ile IL-10 arasindaki iliski, serum seviyesinde
arastirilmis ve IL-10 serum diizeyinin atak geciren FMF hastalar1 ile kontrol grubu

arasmnda bir degisiklik gdstermedigi belirtilmistir (Baykal ve ark., 2003). Ote yandan
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baska bir ¢caligmada da toplamda 24 hastanin plazma IL-10 seviyeleri analiz edildiginde,
hasta grubunun kontrol grubuna gore daha yiiksek IL-10 seviyesine sahip oldugu
bildirilmistir (Erken ve ark., 2006).

2008 yilinda yapilan bir ¢alismada Ermeni kokenli FMF hastalarinda IL-6, I1L-10,
IL-17 ve TGF-B gibi sitokinlerin atak gegirilmeyen donemdeki hasta grubu ile kontrol
grubu arasinda onemli farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Tiirk kokenli hastalarda
yapilan bir ¢alismada ise IL-10 serum seviyesinde anlamli bir fark bulunamamistir
(Simsek ve ark., 2007). Bu da IL-10 serum seviyesinin, farkli popiilasyonlarda farkli
durumlar gosterebildiginin bir kanit1 olarak 6ne siiriilebilir.

IL-10'da oldugundan daha fazla ¢calisma yapilmis olan TNF-a polimorfizmi, FMF
hastalig1 ile bazi yayinlarda iligkili bulunmusken, bazisinda iligkili bulunamamustir.
Yapilan bir calismada FMF hastalarindaki TNF-a-308 GG’nin amiloidoz ve artrit
gelisimine yatkinlik olusturdugunu ve TNF-a-308 A allel frekansinin da amiloidozlu
hastalarda olduk¢a diisik oldugunu, aralarinda koruyucu bir role sahip olabilecegi
bildirilmistir ( Bonyadi ve ark., 2012).

TNF-a promotor polimorfizminin FMF’e duyarliligin belirlenmesinde bir belirteg
olabileceginin savunuldugu baska bir ¢alismada ise, TNF-a-238 ve TNF-a-308 genotip
dagilimlar1 ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol grubunda benzer bulundugu ve FMF
akut ataklarmin sikligi ile bu genotipler arasinda anlamli bir iliski bulunamadig
belirtilmistir (Kobak ve ark., 2007).

FMF hastalarinda amiloidoz gelisiminin arastirildigi ¢alismada ise, TNF-a-308
polimorfizminin AA tip1 amiloidoz fenotipi ile belirgin bir iligkisi olmadig1 ve FMF
hastalarinda amiloidoz gelisimine etkisi bulunmadig1 6ne siirilmiistiir (Y1lmaz ve ark.,
2003). Bunlara paralel olarak 2013 yilinda yapilan ¢aligmada da TNF-a-308 genotipi ile
FMF mutasyonlari arasinda bir iligski bulunamamistir (Demirel ve ark., 2007; Diindar ve
ark., 2013).

Genotip frekanslari incelendiginde 1L-10-1082 (G/A) 'nin yiiksek IL-10 yapimut ile
iliskili olan G/G genotipinde, hasta grubunda kontrol grubuna gore belirgin bir diisiis
oldugu gozlense de istatistiksel olarak bir anlam bulunamamistir (Tablo.4.1). 1L-10-819
ve-592'nin giiglii bir linkaj olusturdugu, elde edilen veriler 1s18inda goriilmiistiir
(Tablo.4.2 ve 4.3). TNF-a-308 gen polimorfizminde ise, A/A genotipine rastlanmamis
ve A/G ve G/G genatiplerinin, 1L-10-819 ve -592’de oldugu gibi kontrol ve hasta
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gruplarinda paralel sonuglar verdigi ve istatistiksel olarak bir anlam tagimadigi tespit
edilmistir (Tablo 4.4).

IL-10 ve TNF-a polimorfizm kombinasyonuna bakildiginda IL-10 GCC*/GCC
(orta)/ TNF308-0. (A/G) (yiiksek) oldugu durumda istatistiksel olarak bir anlam
bulunmustur (P<0,005; P=0,014) (Tablo 4.10). Bulunan bu deger TNF-o'nin
proenflamatuar, IL-10'un antienflamatuar olarak gorev almasiyla paralellik tasimaktadr.
Ancak, diger bulgularda bir anlam bulunamamasindan dolayi, bu degerin FMF hastalig1
tizerinde 6nemli bir sonug ifade ettigi soylenememektedir.

Ayrica haplotip, diplotip analizi ve allel frekanslarinin da analiz edildigi bu
calismada FMF hastalar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan bir anlam
bulunamamistir.  Bu durum, antienflamatuar bir sitokin olan IL-10 tzerindeki
polimorfizmlerin, FMF hastaligina yatkinlik olusturmada tek basina bir katkisi
olmadigini diisiindiirmektedir.

Proenflamatuar olan TNF-o gen polimorfizminin de, daha once yapilan birkag
calismada FMF hastalig ile iligkili oldugu iddia edilse de bizim yaptigimiz ¢alismada
herhangi bir iligki bulunamadigin1 séylemek miimkiindiir. Bu durumun calisilan hasta
sayisinin  farkliligi, etnik koken ve cevresel etkenlerden kaynaklanabilecegi
diisiiniilebilir. Calismamizda RFLP-PCR teknigine gore ¢ok daha giivenilir olan Real-
Time PCR tekniginin kullanilmig olmasi elde ettigimiz verilerin tutarliligmi destekler
niteliktedir.

Elde edilen tiim bu veriler 1s181inda, Interlokin-10-1082,-592,-819 ve TNF-a-308
gen polimorfizminin FMF hastaligina yatkinlik olusturmada herhangi bir etkisinin
olmadig1 ve hastaligin patogenezinde bu polimorfizmlerin tek basina bir risk faktorii
olusturmadiklar1 kanisina varilmistir.

Ancak sitokin genleri i¢indeki polimorfizmlerin ¢ogunun varsayilan ya da bilinen
diizenleyici bolgelerde meydana gelmesinden dolayi, ekspresyonu diizenleyen sitokin
genlerindeki ve reseptorlerindeki genetik polimorfizmlerin, biitiin a¢ilardan incelenmesi
gerektigi unutulmamalidir.

Hastaligin genetik mekanizmasinin aydinlanmasi, gelecekte FMF hastaliginin
sadece kolsisine bagimli olan bir hastalik olmasindan ¢ikarip, belki de 6nlenebilir bir

hastalik olmasini saglayacaktir. Bu nedenle genetik agidan ¢oziilecek her bir diiglim,
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hastaligin heniiz ¢ézlilememis olan patogenezini agia kavusturma bakimindan 6nem
tasimaktadir.

Enflamatuar bir hastalik olan FMF'in antienflamatuar ve proenflamatuar sitokinler
ile genetik baglantilarin1 aydinlatmak amaciyla yapilan bu ¢alismanin, ileride IL-10 ile
baglantilt diger sitokinler ile FMF hastaligi arasindaki iliskiyi agiklamakta yardimeci
olacag1 diisiiniilmektedir. Bunun yani sira hasta sayisi artirilarak birbiri ile bagintili
oldugu diisiiniilen sitokinlerle birlikte yapilacak daha kapsamli bir ¢alismanin, FMF

hastaliginin sitokinlerle olan iliskisini daha 1yi agiklayabilecegi diisiiniilmektedir.
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