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OZET

FMF ONTANILI HASTALARDA CIAS1, TNFRSF1A VE
VEGF MUTASYONLARI ILE INSAN KOPUKSU VIRUS VARLIGININ
ARASTIRILMASI
Amag: Otoinflamatuar kalitsal bir hastalik olan Ailevi Akdeniz Atesi (AAA, FMF),
MEFYV geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda,
Tel-Hashomer kriterlerine gore “kesin tanr” almasma ragmen, bu hastalia neden olan
ve yaygin olarak gozlenen 12 MEFV gen mutasyonundan hi¢birini tagimayan
hastalarda, FMF hastaliginin yaygin fenotipik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda CIASI
ve TNFRSFI1A genleri mutasyonlar1 ve VEGF genindeki polimorfizmin etkisi ile insan
kopiiksii virtisiintin (HFV) varligini aragtirmay1 amagladik.
Materyal ve Metod: Calismada FMF 6n tanili hastalar Tel-Hashomer kriterlerine gore
degerlendirdi. Bu kriterlere gore kesin tani alan hastalarin periferik kanlarindan elde
edilen DNA’lar1 TNFSRFI1A, CIASI ve VEGF geninin sik goriilen mutasyon bolgeleri
PCR-RFLP yontemi ile Human foamy viriisii ise PCR ile ¢cogaltilarak ¢aligildu.
Bulgular: TNFRSFIA geni acisindan karsilagtirildiginda iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p=0,481), VEGF gen polimorfizmi agisindan
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,03). Calismaya dahil edilen bireylerin
higbirinde CIAS! L307P mutasyonuna rastlanmadii i¢in istatistiksel olarak
degerlendirmeye alinmadi. Insan kopiiksii viriis varlig1 ise istatistiksel olarak anlamli
derecede farkli bulundu (p=0,002).
Sonuglar: Elde ettigimiz sonuglar, VEGF geni 936 C/T polimorfizminin FMF’in
fenotipik Ozelliklerinin ortaya c¢ikmasmda etkili olabilecegini gdstermektedir. Ayni
sekilde insan kopiiksii virlisiiniin goriilme sikligmin farkli olmasi da FMF klinik
tablosunda yalnizca MEFV gen mutasyonlarinin degil, baska etmenlerin de rol
oynayabilecegi goriislinli desteklemektedir. Bununla beraber, TNFRSF1A4 ve CIASI gen
polimorfizminin, FMF’in klinik &zelliklerinin ortaya g¢ikmasmda etkili olmadigmi
gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: CIASI; Insan Kopiiksii Viriisii; MEFV; TNFRSFIA gen

mutasyonlari; VEGF polimorfizmi

Melek YUCE, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Agustos-2015
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF HUMAN FOAMY VIRUS AND CIAS1, TNFRSF1A AND
VEGF MUTATIONS IN PATIENTS WITH FMF PREDIAGNOSIS

Aim: Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autoinflammatory inherited disease
caused by mutations in the MEFV gene. In our study, we aimed to determine whether
there is any relationship between the emergence of common phenotypic symptoms of
FMF disease and CIAS! and TNFRSFIA gene mutations and VEGF gene
polymorphism, as well as presence of human foamy virus in FMF patients, with
definite diagnosis according to Tel-Hashomer criteria, who do not carry any of the 12
most common mutations tested in their MEFV genes.

Material and Method: In this study, DNA was obtained from peripheral blood of FMF
patients who were definitely diagnosed according to Tel-Hashomer criteria. While hot
spot mutation regions of TNFSRF1, CIAS1 and VEGF genes were analyzed by PCR-
RFLP, the presence of Human foamy Virus was studied by PCR.

Results: While the difference between groups was not found to be statistically
significant (p=0.481) for TNFRSF1A gene mutation, the difference was found to be
statistically significant for VEGF gene polymorphism (p=0.03). As none of the
individuals who participated in this study carried CIAS] L307P mutation, no statistical
evaluation was carried out regarding this mutation. The presence of human foamy virus
was found to be significantly different between the groups (p=0.002).

Conclusion: Our results suggest that 936 C/T polymorphism in VEGF gene can be
effective in the emergence of phenotypic symptoms of FMF. Similarly, significantly
different presence of human foamy virus support the suggestion that clinical picture of
FMF does not only depend on the mutations in the MEFV gene, but other factors may
also play a role. On the other hand, the results also suggest that TNFRSF1A4 and CIAS1
gene mutations do not seem to effect the emergence of clinical symptoms of FMF.

Keywords: CIASI; Human Foamy Virus; MEFV, TNFRSF1A, VEGF gene mutations,

Melek YUCE, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University- Samsun, August-2015



SIMGELER VE KISALTMALAR

AAA, FMF:
ASC:

CAPS:

CARD:
CC:
CRD:
DAMP:

DD:
FCAS:

FV:
HFV:
HIDS:

HIV:
HTLYV:
ICE:
IL:
IL-1p:
IRF:
LPS:
LRR:
MEFV:
MWS:
NACHT:

Ailevi Akdeniz atesi (Familial Mediterranean fever)

CARD bolgesi iceren apoptoz iliskili leke benzeri protein (Apoptosis-
associated specklike protein with a CARD

Kriyopirin iligkili periyodik sendrom (Cryopyrin-associated periodic
syndrome)

Kaspaz baglanma bolgesi (Caspase recruitment domain)

Sarmal sarmal bolgesi (Coiled coil domain)

Sistein zengin bolge (Cystein rich domain)

Hasar iliskili molekiiler yapilar1 (Damage-associated molecular
patterns)

Oliim bdlgesi (Death domain)

Sogukla uyarilan ailesel otoinflamatuar sendrom (Familial cold-induced
autoinflammatory syndrome)

Kopiiksii viriis (Foamy virus)

Insan kopiiksii viriisii (Human foamy virus)

Hiperimmiinglobulinemi D ile seyreden periyodik ates sendromu
(Hyper IgD Syndrome)

Insan immiinyetmezlik viriisii (Human immunodeficiency virus)

Insan T-hiicresi 16semi viriisii (Human T-cell leukemiavirus)

Interlokin déniistiiriicii enzim (Interleukin converting enzyme)
Interlokin (interleukin)

Interlokin 1-p (Interleukin 1-B)

Interferon diizenleyici faktor (Interferon regulatory factor)
Lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide)

Losince zengin bolge (Leucine-rich region)

MEditterranean FeVer

Muckle-Wells sendromu (Muckle-Wells syndrome)

NAIP (ndronal apoptoz inhibitoér protein), CITA (smif II MHC
transkripsiyonel aktivator), HETE (bakteriyel niikleotid trifosfataz
protein),ve TP1 (telomerazla iliskili protein) [NAIP (neuronal apoptosis
inhibitor protein), CIITA (class II MHC transcriptional activator),
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NALP:

NBS:

NF-kB:

NLR:

NOD:

NOMID:

PAMP:

PAPA:

PCR:

Pro-IL-1f:

PRR:
PSTPIP1:

PYD:
RFLP:

TACE:
TIR:
TLR:
TNF:
TRAPS:

VEGF:

ZF:

HETE (bacterial nucleotide triphosphataseprotein), and TPI
(telomerase-associated protein)]

NACHT, LRR ve PYD bolgeleri (NACHT, LRR and PYD domains)
Niikleotid baglanma dizisi (Nucleotide-binding sequence)

Niikleer faktor kappa B (Nuclear Factor kappa B)

NOD-benzeri reseptor (NOD-like receptors)

Niikleotid baglanma ve oligomerizasyon bolgesi (Nucleotide-binding
oligomerization domain)

Yenidogan baglangigli ¢oklu sistem inflamatuar hastalik (Neonatal-
onset multisystem inflammatory disorder)

Patojen iligkili molekiiler yapilar (Pathojen-associated molecular
patterns)

Piyoderma gangrenozum akne, piyojenik steril artrit (Pyoderma
gangrenosum, acne, pyogenic sterile arthritis)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)

Pro-interlokin 1-B (Pro—interleukin 1-p)

Patojen tanima reseptorleri (Pathogen recognition receptor)

Prolin, serin, threonin fosfatazla etkilesen protein 1(Proline, serine,
threonine phosphatase-interacting protein 1)

Pirin N-homoloji bolgesi (Pyrin N-homology domain)

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction fragment
lenght polymorphism)

TNF-a doniistiiriicii enzim (TNF-a converting enzyme)

Toll-interlokin-1 reseptdr (Toll-nterleukin-1 receptor)

Toll-benzeri reseptor (Toll-like receptor)

Tiim6r nekroz faktor (Tumor necrosis factor)

Tiimor-Nekroz Faktor (TNF) reseptoriiyle iligkili periyodik sendrom
[(TNF-Tumor Necrosis

syndrome]

Factor) receptor associated periodic

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (Vascular endothelial growth
factor)

Cinko parmak bolgesi (Zinc-finger domain)
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1. GIRIS

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA, FMF) otoinflamatuar hastaliklar gurubundandir.
Otoinflamatuar hastaliklar, inflamatuar hastaliklarin son donemde tanimlanmis bir alt
smifi olup, otoimmiin hastaliklarla pek cok ortak 6zellik tasimaktadirlar. Farkli klinik
Ozellikleri bulunan otoinflamatuar hastaliklarin baslicalari, FMF, Tiimor-Nekroz Faktor
(TNF) Reseptorii iliskili Periyodik Sendrom (TRAPS), Hiperimmiinglobulinemi D ile
seyreden Periyodik Ates Sendromu (HIDS) ve Kriyopirinle Iliskili Periyodik
Sendromlar (CAPS)’dir. Herbirinde, baslangic yasi, atak siiresi, klinik belirtiler,
hastaligin seyri, hastalarm etnik kokeni gibi farkli 6zellikler olmasma ragmen, klinik
tabloya dayanarak, aralarinda ayirici tan1 yapmak oldukga zordur. Ancak, hastali§a 6zgii

tedavi uygulanmasi agisindan, kesin tant konmasi dnemlidir.

FMF, otoinflamatuar hastaliklar arasinda en sik rastlanan ve otozomal ¢ekinik
kalitim modeli gdsteren kalitsal bir hastaliktir. Periyodik olarak tekrarlayan ates ve tipik
serozit bulgulariyla seyreden hastalikta, atak sikliklarmin azaltilmasi ve hastaligin
oliimciil komplikasyonu olan amiloidoz gelisiminin engellenmesi i¢in, erken taninin

konulup, tedaviye baglanmasi ¢ok dnemlidir.

FMF’in temel bulgulari, ates ataklar1 ve ates ataklarma eslik eden karm, ve
eklem agris1 ile ciltte gozlenen erizipel benzeri eritemdir. Bu belirtiler, herhangi bir
enfeksiyon ya da belirgin bagka bir neden olmaksizin inflamasyona bagl olarak ortaya
cikar. Genel ates ise, inflamasyona yanit olarak gelisir ve dogal bagisiklik sisteminin
tetiklendigini gosterir.

FMF hastaligindan sorumlu gen, MEditterranean FeVer (MEFV) 1997 yilinda
kesfedilmistir ve 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) lokalize oldugu
belirlenmistir. Gliniimiize kadar, MEFV geninde 308 farkli DNA dizi degisikligi
tanimlanmistir (03.10.2015 Infevers verileri). Degisikliklerin birgogu, tipik FMF
fenotipiyle iliskilendirilerek, FMF’in allelik heterojenite gosterdigi ortaya konmustur.
Bu gen tarafindan kodlanan pirin adl1 proteinin, inflamasyon ve apoptoz yolaklarinda

Onemli roli bulunmaktadir.

Pirin yapisina benzer yapida bolgeleri olan bagka proteinler de tanimlanmis ve

bir kismi diger otoinflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmistir. Otoinflamatuar



hastaliklarin klinik 06zellikleri birbirlerine oldukca benzediginden bu hastaliklari

birbirinden ayirmak ve tan1 koymak olduk¢a zordur.

Bazi hastalarda, birden fazla otoinflamatuar hastalikla iligkilendirilmis gen
mutasyonu tanimlanmustir. Ornegin Stojanov, 12 yasinda bir Cinli erkek cocukta, hem
TNRFSFI14 geninde heterozigot Y20D mutasyonu, hem de MEFV geninde heterozigot
E148Q mutasyonu tanimlamistir. Hastada gozlenen fenotip, agir bir TRAPS tablosu
olarak belirtilmistir. Arastiricilar, MEFV geninin diger otoinflamatuar hastaliklar:
degistirici etkisinin olabilecegini ileri siirmiislerdir (Stojanovve ark., 2004).

FMF {ilkemizde ¢ok yaygm olarak goriilen bir hastalik olup klinik taninin
kesinlestirilmesi ¢ok biiyiikk 6nem arz etmektedir. Boylece tani konulan hastalar bu
hastaligin tedavisinde kullanilan kolsisin ilacini alarak hem normale yakin bir hayat
stirebilirler, hem de ilag almmamasi durumunda ilerleyen hastaligin neden oldugu
bobrek yetmezligi riskinden kurtulurlar. Bobrek yetmezligi, hastayr yipratict bir
hastaliktir ve tedavisi de ¢ok pahalidir. FMF tastyicilik oraninin 1/5 gibi ¢ok yiiksek
oldugu iilkemizde, FMF’li hasta sayismin (1/1000 goriilme sikligiyla) 150 bin
dolayinda olmas1 beklenmektedir (Turkish FMF study group, 2005; Yigit ve ark., 2008).
Boylesine biiyiik bir kitlenin erken tanidan yararlanarak normale yakin bir hayat siiriip
ekonomimize ve sosyal hayatimiza katkilarini1 devam ettirmelerinin ¢ok biiyiik dnemi
vardir.

Bu tez ¢alismasi ile FMF ile ayn1 grupta olan CAPS ve TRAPS hastaliklar1
hedef genlerinin mutasyonlarmin FMF {izerinde etkili olup olmadiklar1 arastirilacaktir.
Calismaya, bunun yani sira, vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF) genindeki
polimorfizmin FMF hastaliginda fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasinda etkili olup
olmadigi ile insan kopiiksii virlisiiniin (human foamy viriis, HFV) FMF hastalarinda

varliginin aragtirilmasi da dahil edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Otoinflamatuar Hastalhklar

Otoinflamatuar hastalik kavrami ilk olarak 1999 yilinda McDermott ve
arkadaslar1 tarafindan tanimlanmigtir (McDermott ve ark., 1999). Bu tanim, goriiniiste
nedeni bilinmeyen inflamasyon ataklar1 ile karakterize bir grup kalitsal hastalii
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Stojanov ve Kastner, 2005). Otoinflamatuar hastaliklar,
herhangi bir uyar1 olmaksizin ortaya c¢ikan ve tekrarlayan yangisal ataklarla
belirginlesen hastaliklar grubudur (Padeh, 2005). Periyodik ates sendromu olarak da
adlandirilan bu hastalik grubunun ortak klinik 6zelligi enfeksiyon yoklugunda bile
tekrarlayan inflamatuar ataklarin gozlenmesi, fakat hastaliga 6zgii oto-antikor veya
antijene spesifik T hiicre varliginin saptanmamasidir (Samuels ve ark., 2006; Goldfinger
ve ark., 2009). Bu grubu olusturan hastaliklar ‘‘periyodik’’ olarak adlandirilmalarma
ragmen ataklar temelde ¢ok diizenli periyotlarla gelismedigi ig¢in ‘‘periyodik’ yerine
“‘tekrarlayan’’ ismi daha ¢ok tercih edilmektedir (Bodar ve ark., 2009).

Yasam boyu tekrarlayan inflamatuar ataklar ile karakterize olan bu sendromlar;
baslangi¢ yasi, atak siiresi, ataklar sirasinda gozlenen klinik semptomlar, prognoz ve
hastanin etnik kokeni gibi ayirt edici 6zelliklere sahiptir. Fakat kesin ayirici taninin
konulmas1 hastaliga 6zgii tedavi uygulamasi i¢in olduk¢a dnemlidir (Simon ve ark.,
2006). Tim tekrarlayan ates sendromlarindaki ortak klinik 6zellik minimal bir
tetikleyici etken (soguk, travma, menstruasyon gibi) ile veya belirgin bir tetikleyici
etken olmaksizin ates ve akut faz yanitinda artig ile beraber inflamatuar bulgularin
olugsmasidir. Ataklar genelde periyodik 6zellik gostermez ve diizensiz araliklarla gelisir.
Klinik bulgularin pek ¢ok organ sistemi ile iliskili olmas1 ve sik goriilen hastaliklar
olmamalarindan dolay1 hastalarin tan1 almasi uzun yillar alabilir (Ataman ve Yalgn,
2012). Hastalarin ¢ogunda, ates ataklar1 ¢ocukluk ¢aginda baslamakla beraber bazen
yasamin ilk birka¢ haftasi icinde de baslayabilir. Fakat, 6zellikle TRAPS’de ergenlik
doneminde ve hatta ge¢ erigkin donemde baslayabilir. Atak siireleri bir giinden bir
haftaya kadar degisebilir. Atese eslik eden semptomlar artan inflamasyondan
kaynaklanir. Genetik neden bilinmeden 6nce farkli otoinflamatuar sendromu birbirinden
ayirt etmek icin detayli bir klinik tanimlama gerekmektedir (Simon ve van der Meer,

2007).



Hastalar genellikle inflamatuar belirtilerin baslamasindan 6nce yorgunluk, bas
agris1 ve halsizlik gibi spesifik olmayan belirtiler ile kisa ama taninabilir prodromal faz
deneyimi yasar. Tekrarlayan inflamasyon, normositik anemi, yorgunluk, kilo kayb1 gibi
belirtilere neden olabilir. Semptomlar genellikle kendiliginden diizelir ve ates ataklar1
arasinda hastalarin ¢ogu semptom gostermez (Kastner, 2005; Simon ve van der Meer,
2007).

McDermott ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan otoinflamatuar hastaliklar
(McDermott ve ark., 1999) grubunun klasik drnekleri arasinda FMF, sogukla uyarilan
ailesel otoinflamatuar sendrom (FCAS) ve CAPS tanimlanmistir. Dominant kalitsal
otoinflamatuar sendrom ailesinin prototipi olarak ise TRAPS onerilmistir (Dinarello,
2011a). Bu otoinflamatuar hastaliklarin kesfinden sonra otoinflamasyonun, kaspaz-1
aktivasyonu ve aktif interlokin-1f (IL-1P) salgilanmasina neden olan fonksiyon

kazandiric1 mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktig1 anlagilmistir (Dinarello, 2011b).

2.2. Otoinflamatuar Hastaliklarin Patofizyolojisi

Otoinflamatuar hastaliklar dogustan gelen bagisiklik sistemi bozukluklaridir.
Canlinin ilk savunma mekanizmasi olan dogustan gelen bagisiklik, cesitli hiicreleri ve
molekiilleri igerir. Hiicresel elemanlar olarak notrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler
ve dogal 6ldiiriicli hiicreler gibi farkli beyaz kan hiicrelerinden olusan bu sistem, ayni
zamanda sitokin interlokin-1 (interleukin-1, IL-1)’in o6nemli bir rol distlendigi
proinflamatuar sinyal proteinlerine ve kompleman sistemine baghdir (Kastner, 2005).
Otoinflamatuar tanimi, patojenlerin, otoantikorlarin veya self-reaktif T hiicrelerinin
yoklugunu vurgulamak ic¢in iiretilmis bir tanimlamadir (Rigante, 2012). Kalitsal
otoinflamatuar hastaliklar ile baglantili olan mutasyonlar, dogustan gelen bagisiklik
sistemi icindeki inflamatuar sinyal yollarimi etkileyebilir. Dogal immiin yanit sistemi,
reseptorler araciligi ile dis tehlikeleri algilar. Ozellikle bakteriyel membran bilesenleri
olan patojen iligkili molekiiler yapilar, reseptorlerin uyarilmasmda 6nemli rol oynar.
Reseptorler, toksik maddeler, yapisi bozulmus niikleer materyal veya apoptoza ugramis
hiicrelerden salmman proteinler (alarminler) gibi endojen tehlike sinyallerini de
algilayabilmektedir (Ataman ve Yalcn, 2012 ).

Patojenler iizerinde bulunan ve evrimsel olarak korunmus molekiiler yapilara

patojen iligkili molekiiler yapilar (pathojen-associated molecular patterns, PAMP)



denilmektedir. Dogal immiin sistem hiicreleri iizerinde bunlar1 taniyan reseptorlere de
patojen tanima reseptorleri (pathogen recognition receptor, PRR) adi verilmektedir
(Turul ve Ersoy, 2004). Dogustan gelen bagisiklik yanit1 i¢in ¢ok 6nemli olan PRR’ler,
dendritik hiicreler veya makrofajlar gibi dogustan gelen bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan ifade edilir ve tehlike veya hasar sinyalerini algilar (Hosseini ve ark., 2015).
Bunlar, viral ve bakteriyel niikleik asitler, lipopolisakarit (LPS) ve flagellin gibi patojen
iliskili molekiiler yapilar1 ve doku homeostazinin bozulmasi, fiziksel zedelenme gibi
nedenlerle konak hiicrelerden salgilanan doymus yag asitleri ve amiloid  gibi endojen
hasar iligkili molekiiler yapilar1 (damage-associated molecular patterns, DAMPs) tanir
ve temel olarak niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve interferon diizenleyici faktor
(interferon  regulatory factor, IRF) iizerinden proinflamatuar sitokinlerin
transkripsiyonunu diizenleyen downstream (alt) sinyal yollarint baslatir (Park ve ark.,
2012; Hosseini ve ark., 2015). Bu reseptorler, endositik, salgilanan ve sinyal ileten
olmak flizere ii¢ gruba ayrilir. Sinyal ileten reseptdr grubunu, toll benzeri reseptor (toll-
like receptors, TLRs) ailesi olusturmaktadir. TLR’ler, mikrobiyal ajanlar tarafindan
iiretilen PAMP’lar1 tanir (Turul ve Ersoy, 2004).

Protein yapisinda olan TLR’ler, ilk defa 1985°te Nobel 6diilli Christiane
Niisslein-Volhard, Eric Weischaus ve arkadaslar1 tarafindan bir meyve sinegi olan
Drosophila melanogaster’de tanimlanan toll genleri tarafindan kodlanir (Hansson ve
Edfeldt, 2005). Insanlarda ise, ilk olarak Nomura ve arkadaslar1 tarafindan 1994’te
tanimlanmigtir. TLR’ler ilk tanimlandiginda immiin sistemdeki rolleri bilinmedigi i¢in
memelilerin gelisiminde rol oynadiklar1 diigiiniilmiistiir. 1997 yilinda ise Janeway ve
Medzhitov tarafindan bu reseptorlerin, insanlarda edinilmis immiin sistemi harekete
gecirebilecegi ifade edilmistir (Medzhitov ve ark., 1997).

Glinlimiize kadar en az, insanda 11 ve farede 13 tane TLR tanimlanmistir
(Hosseini ve ark., 2015). ilk tammlanan TLR-1 olmasma ragmen, bu reseptdrlerden
fonksiyonu ilk belirlenen TLR-4 olmustur. Fakat her bir TLR’nin ligand spesifitesi
birbirinden farklidir (Turul ve Ersoy, 2004).

Tanimlanan ilk PRR grubu olan toll benzeri reseptorler patojen taninmasinda,
inflamatuar ve immiin sistem cevabinin baslatilmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir.
Bu reseptorler homo-/hetero- dimerik proteinler olarak membranda yerlesmistir ve

membran dis ylizeyi bolgeleri 16sinden zengin tekrar bolgeleri (leucine-rich repeat



domain, LRR) icerirken sitozolik kisimda sinyal iletiminde gorevli toll-interlokin-1
reseptor (TIR) benzeri bolgesi bulunur. TLR, PAMP ile baglandiginda, intrasitoplazmik
TIR bolgeleri araciligr ile bir dizi sinyal iletim yolagi aktive olur. Bunun sonucu olarak
antimikrobiyal protein ve inflamatuar sitokinler sentezlenmektedir (Sekil 1) (Turvey ve
Broide, 2010).

Sitoplazmada yer alan bakteriyel {iriinlerin taninmasinda TLR ‘lere benzer
sekilde, LRR iceren farkli bir PRR ailesi rol alir. Niikleotid baglayict oligomerizasyon
bolgesi (NOD)-benzeri reseptorler (nucleotide-binding oligomerization domain
receptors, NLR) olarak isimlendirilen bu reseptor ailesi iiyeleri inflamazom adi verilen

multiprotein kompleksi olusumunda rol alir (Kambe ve ark., 2010; Modlin, 2012).

Yirmiden fazla {iyesi bulunan NLR ailesi proteinlerinin, karboksil ucunda LRR
bolgesi ve orta kisminda niikleotid baglanma bolgesi olan NACHT [NAIP (ndronal
apoptoz inhibitér protein), CIITA (smif II MHC transkripsiyonel aktivator), HETE
(bakteriyel niikleotid trifosfataz protein),ve TP1 (telomerazla iligkili protein)] bulunur.
Bu reseptorlerde, TIR bolgesi yerine, homofilik protein-protein etkilesimlerinde gorevli,
kaspaz ¢ekim ve etkinlestirme bolgesi olan, CARD (kaspaz baglanma bolgesi, caspase
recruitment domain) ile PIRIN bélgesi, sinyalleri daha alt diizeylere iletmekle
yiikiimliidiir. Ozetle, memelilerde mikroorganizmalarm dogal bagisiklik yoluyla
taninmasin1 saglayan iiclii yapida, TIR, CARD ve PIRIN bolgeleri islev gdrmektedir
(Werts ve ark., 2006).

NLR ailesi tiyelerinden biri olan NLRP3 (Nalp3, kriyopirin), inflamazomun
onemli bir elemanidir ve kaspaz-1 aktivasyonundan sorumlu molekiiler kompleks’dir
(Park ve ark., 2012). Disaridan bir uyar1 gelmedigi durumlarda NLRP3’iin yapisinda
bulunan LRR bolgeleri kathi halde bulunur ve inflamasyonu baskilayici 6zellik gosterir.
Tehlike uyaris1 algilandiginda NLRP3 etkinlesir ve kaspaz-1’in de dahil oldugu
kompleks bir enzim ve protein sistemini i¢eren inflamazom olusumu aktive olur.
Inflamazomun aktivasyonunu engelleyen proteinlerden biri olan pirin (marenostrin),
etkisini kaspaz-1 aktivasyonunu engelleyerek gergeklestirir. Pirin yapisinda bozukluk
oldugunda inflamazomun baskilanmasi engellenemez ve inflamatuar yanit tetiklenir.
Aktif inflamazom ise interlokin IL-1f (IL-1B)’nin salinmasinda artisa ve inflamatuar

yanitin tetiklenmesine sebep olur (Ataman ve Yalcin, 2012).



Inflamazomun aktive olmasi pro-kaspaz-1’in parcalanmasi ve aktif proteazlara
dontistimiinii tetikler. Aktive olan kaspaz-1, ardindan pro-interlokin-1f (pro-IL-1B) ve
pro-interlokin-18 (pro-IL-18)’i iceren hedef molekiilleri pargalayarak biyolojik olarak
aktif formlara doniistiiriir (Contassot ve ark., 2012). Ozellikle dinlenme halindeki
hiicrelerde, pro-IL-1P sinirli miktarda bulunur ve TLR aktivasyonu ile iiretiminde artig
gerceklesir (Bauernfeind ve Hornung, 2013).

Proinflamatuar sitokin olan interlokin-1 (IL-1) lokal / sistemik yanitlarin ortaya
cikmasina neden olan akut faz inflamasyonun ana mediyatoriidiir (Contassot ve ark.,
2012). Enfeksiyon, yaralanma ve immiinolojik etkenlere karsi gelisen sistemik ve lokal
yanitlarda rol oynayan IL-1p, l16kosit infiltrasyonunu tetikleyici, lenfositleri aktive edici

gorevlerinin yaninda ates gelisiminde de rol oynar (Bauernfeind ve Hornung, 2013)
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Sekil 1. TLR sinyali ve NLRP3 inflamazomuna genel bakis. TLR’nin liganda baglanmasi, akut bir
inflamatuar yanit ireten ¢ekirdege, transkripsiyon faktorleri NF-kB ve digerlerinin
translokasyonu ile sonuglanan bir sinyal akisini baglatir. NLRP3 inflamazomu, kaspaz 1
aktivasyonu ile sonuglanan ¢esitli uyaranlari tetikler ve boylece bir inflamatuar yanit olusturan
pro-IL 1f ve pro-IL18'i aktiflestirir. Kisaltmalar; LPS, Lipopolisakkarit; TRAF6, TNF reseptor
iliskili faktér 6; TAKI1, Transforming biiylime faktorii-beta-aktif-kinaz 1; IKK, I-kappa-B
kinaz; ASC, CARD igeren apoptoz iligkili leke benzeri protein; LTA, Lipoteichoic acid
(Lipotaykoik asit); IRAK1, Interlokin-1 reseptor ilskili kinaz 1; IRAK4, Interlokin-1 reseptor
ilskili kinaz4 (Turvey ve Broide, 2010).

2.2.1. inflamasyonda Interlékin 1p’nin Rolii

Inflamasyonda yer alan en énemli ¢dziiniir molekiillerden biri, inter 16kin 1B
(IL-1B)’dwr (Ferrero-Miliani ve ark., 2006). Giiglii bir proinflamatuar sitokin olan IL-

I’in molekiiler formlarindan biri olan IL-1B, basta monositler ve makrofajlar olmak



iizere notrofiller, keratinositler, epitel ve endotel hiicreleri, lenfositler, diiz kas hiicreleri,
fibroblastlarda dahil olmak iizere birgok farkli hiicre tarafindan salgilanmaktadir. IL-
1B, tek basma yada diger diger sitokinlerle birlikte viicudun bircok bdlgesinde ¢ok
yonlii etkileri olan ¢ok fonksiyonlu sitokin olarak kabul edilir (Rigante ve ark., 2014).
Monositler, makrofaj ve dendritik hiicrelerden akut faz yanit1 sirasinda salinan IL-1f,
ates, anoreksiya, inflamasyonun serum belirteglerinin yiikselen seviyeleri gibi sistemik
semptomlar1 uyarrr. Aym1 zamanda disik seviyelerde, ates, hipotansiyon,
adrenokortikotropik hormon salimimi ve IL-6 gibi sitokinlerin {iretimini uyarir. IL-6 ise,
serum amiloid A (SAA) ve C-Reaktif Protein (CRP) gibi akut faz proteinlerinin
sallnmasmma ve aym1 zamanda endotel hiicrelerinde ve Iokositlerde adhezyon
molekiillerinin sentezini uyararak, lokositoz ve trombositoz gelisimine katki saglar
(Ferrero-Miliani ve ark., 2006). Asir1 ve kontrol edilemeyen IL-1f iiretimi konak¢iya

zararhdir ve bu nedenle siki bir sekilde kontrol edilir (Kummer ve ark., 2007).

1980’lerin basinda IL-1P’nin biyolojik aktivitesinin tanimlanmasi, kalitsal
otoinflamatuar hastaliklar dahil olmak {izere bircok hastaligin patogenezinin
anlagilmasin1 6nemli o6lgiide kolaylastirmistir. Sekil 2°de kalitsal otoinflamatuar
hastaliklarda IL-1B’nmn aktivasyon mekanizmalar1 kisaca gosterilmektedir (Rigante ve
ark., 2014).

TLR uyaranlarina yanit olarak salgilanan, etkin olmayan pro-IL-1p, daha sonra
islenerek aktiflestirilir. Tim TLR’lerin, en 6nemli uyaran1 aktif NF-kB’dir (Mariathasan
ve Monack, 2007) ve pro-IL-1B ve pro-IL-18 interlokinleri de dahil olmak iizere
proinflamatuar sitokinlerin iiretimini artirarak inflamatuar ve dogustan gelen bagigiklik
cevabini kontrol eder (Halff, 2013). Pro-IL-1p, tipik sinyal dizisi olmayan 35 kDa’lik
on madde (prekiirsor) olarak sentezlenir ve aktivasyonu ve hiicreye salinmasi interlokin
doniistiiriicii enzim (ICE) olan kaspaz-1 tarafindan proteolitik boliinme ile gerceklesir.
Aktivasyon sonunda 17 kDa’lik olgun iiriin olusur. IL-1B’nin islenmesi i¢in kaspaz-1’in
aktivasyonu zorunludur (Ferrero-Miliani ve ark., 2006). Bu nedenle, kaspaz-1 aktivitesi
inflamatuar yanit i¢in ¢ok 6nemlidir (Ogura ve ark., 2006). Kaspaz-1, inaktif 6nmadde
olarak ifade edilir ve monositler, makrofajlar gibi inflamatuar efektor hiicreleri uygun
uyaricilart alana kadar sitoplazmada inaktif olarak kalir. Aktiflesmesi ise inflamazom
olarak tanimlanan bir multiprotein kompleksi tarafindan gerceklesir (Ferrero-Miliani ve

ark., 2006, Ouyang ve ark., 2013).



Aktif hale gelen IL-1PB, salgisal lizozomlar veya mikrovezikiil yirtilmasi
sonucu sitozolden hiicre dismna salgilanir. Olgun IL-18 salinmasi1 kaspaz-1 aktivasyonu
ile baglantili oldugu icin, inflamazom salgi mekanizmasinin bir pargasi olarak islev
gorebilir. Kaspaz-1 aktiflesmesi sonucu sitokin salgilanmasi veya hiicre 6liimii meydana

gelir (Ogura ve ark., 2006).
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Sekil 2. Otoinflamatuar hastaliklarda, IL-1f aktivasyon mekanizmalart: ailevi Akdeniz atesi (FMF),
kriyopirin iligkili periyodik sendromlar (CAPS), mevalonat kinaz eksikligi sendromu (MKD) ve
PAPA sendromu (Papas) sirasiyla; pirin, kriyopirin, mevalonat kinaz enzimi (MK) ve PSTPIP1
genleri lizerindeki mutasyonlar nedeniyle meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar, pro-kaspaz 1
aktivasyonu ile iliskilidir ve IL-1B isleme ve salgilamasinda artisa neden olur. Tiimor nekroz
faktor reseptdrii ile iligkili periyodik sendrom (TRAPS), TNF reseptorlerinde (TNFRSF1A olarak
da adlandirilan) mutasyon sonucu olusur ve endoplazmik retikulum iginde mutasyona ugramis
TNFRSFI1A (mtTNFRSF1A4) nin hiicre i¢i birikimi sonucu inflamatuar yanit gelisir. Kisaltmalar:
Toll-like receptor 4 (TLR4); interlokin 1 receptor antagonist (ILIRN); yabanil tip TNFRSFI1A
(WtTNFRSF'1A); niikleus (N); mutant NLRP3 (mtNLRP3); mutant MK (mtMK); mutant
PSTPIP1 (mtPSTPIP1); interldkin 1 receptor antagonist (IL1Ra) (Rigante ve ark., 2014).
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2.2.2. inflamazomlar

Inflamazom, pro-IL-1B’nin islenmesi ve inflamatuar kaspaz’in aktivasyonunu
tetikleyen biiylik bir molekiiler kompleks olarak Tschopp ve ark. tarafindan 2002
yilinda tanimlanmigtir (Martinon ve ark., 2002).

Inflamazomlar, dogustan gelen bagisiklik sisteminde etkili IL-1B gibi
proinflamatuar sitokinlerin olgunlagmasimni tetikleyen hiicresel enfeksiyon veya stres
iizerinde etkili molekiiler platformlardir. inflamazom kompleksi, ¢ogunlukla NLR
ailesinin tiyelerinden biri, CARD igceren ASC adaptdr proteini (CARD igeren apoptoz
iliskili leke benzeri protein) ve pro-kaspaz-1 molekiillerinden olusur (Sekil 3)(Schroder
ve Tschopp, 2010; Ranson ve Eri, 2013; Ozaki ve ark., 2015).

NLR aile iiyeleri, tim NLR’ler i¢in ortak olan merkezi niikleotid baglanma ve
oligomerizasyon bolgesi (NACHT, NOD veya nucleotide—binding domain NBD),
NLR’lerin ¢ogunda C-terminal 16since zengin tekrar bolgesi (LRR, leucine-rich repeat)
ve degisken N-terminal efektor pirin bolgesi (PYD) veya CARD olmak iizere 3 bolge
icerir. LRR bolgesi, ligandin algilanmas1 ve otoregiilasyonu i¢in onemli iken NACHT
bdlgesi ATP-bagimli oligomerizasyon araciligi ile sinyal kompleksinin aktivasyonunu
saglar. N-terminal efektor bolgesi ise downstream (alt) sinyal iletiminde gorev yapar.
Simdiye kadar 23 insan ve 34 fare NLR geni tanimlanmistir (Ozaki ve ark., 2015).

NLR, ligandi ile baglanarak oligomerize olur ve protein-bolge etkilesimleriyle
ASC adaptor proteinine baglanir. ASC ise CARD bdlgesi araciligi ile prokaspaz-1’i
biyolojik olarak aktif kaspaz-1’e doniistiirtir. Aktif kaspaz-1 de IL-1B, IL-18 ve IL-33
sitokinlerinin Onciil formlarmi proteolitik olarak keser ve aktif formlarmna doniistiiriir.
ASC, proinflamatuar sitokinin uyarilmasma yanit olarak kaspaz-1 inflamazom sinyal
kompleksinin olusumuna aracilik ederek kaspaz-1 sinyal yolaginda yeralmaktadir
(Srinivasula ve ark., 2002; Khare ve ark., 2010).

NLR proteinleri arasinda NLRP, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 ve
NLRC4’nin inflamazom yapisinda yer aldiklar1 gosterilmistir. Buna ek olarak ALR
(augmenter of liver regeneration) aile liyeleri AIM2 (absent in melanoma 2) ve IFI-16

(interferon-inducible-protein 16) islevsel inflamazom olusturabilir. (Latz ve ark., 2013).
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Sekil 3. Yapilanmis inflamazomlar. Niikleotid baglanma bolgesi, LRR iceren NLR aile proteinleri,
AIM2 pyhin protein (PYRIN ve HIN bolgesi-igeren proteinler) ve bir koprii proteini olan ASC,
(CARD igeren apoptoz iliskili leke benzeri protein, apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD) aracilig1 ile pro-kaspaz-1’in aktivasyonu (Bauernfeind ve Hornung,

2013).

2.2.3. NLRP3 inflamazomu

Inflamazom yapisinda yer alan NLR proteinlerinden biri olan NLRP3,
makrofaj, mikroglia gibi bagisiklik sistemine ait hiicrelere ulasan tehlike sinyallerini
taniyan ve IL-1B ile IL-18 aracili inflamatuar yanitlarin baslamasinda gorev alan
sitozolik bir reseptor proteinidir (Sahin ve Aricioglu, 2013; Vladimer ve ark., 2013).
NLRP3, monositler, dendritik hiicreler, notrofiller, lenfositler, epitel hiicreleri ve
osteoblastlarin  sitosoliinde ifade edilir (Kummer ve ark., 2007). Inflamazom
aktivasyonunda, makrofaj ya da mikroglia hiicresine tehlike sinyalinin ulagmas1 sonucu,
sinyaller bu hiicrelerin membraninda yerlesim gosteren TLR tarafindan tanmnir ve IL-6,
Timor nekroz faktér- o (TNF-o) gibi proinflamatuar sitokinlerin genlerinin
transkripsiyonlar1 artarak salinimlar1 gergeklesir. IL-1 ve IL-18 {iretimi, inflamazomun
aktivasyonu sonucu gerceklesen iki asamali bir siirectir. TLR’lerin tehlike sinyalleri
tarafindan uyarilmasi sonucunda her iki proinflamatuar sitokinin 6nciil formu olan pro-
IL-1B ve pro-IL-18’in NF-xB aracili gen transkripsiyonu gergeklesir. NLRP3 aracili
inflamazom aktivasyonu sonucunda olusan aktif kaspaz-1 de pro-IL-1P ve pro-IL-18’in

biyolojik olarak aktif formlar1 olan IL-I1B ve IL-18’e¢ doniisiimiinii gerceklestirir.
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TLR’lerin aktive olmasiyla, pro-IL-1p ve pro-IL-18’in yaninda NLRP3’{in de NF-xB
aracili gen transkripsiyonu artar (Sahin ve Aricioglu, 2013).

NLRP3’iin P2X7 reseptorleri araciligiyla aktive olmasi sonucu yapiya ASC
proteini ve pro-kaspaz’in baglanmasiyla inflamazom yapis1 olusur ve sonugta kaspaz-
1’in aktivasyonu gerceklesir. Inaktif formdaki NLRP3, ii¢ farkli bolgeden olusmaktadir.
C terminalinde LRR, merkezde NACHT ve N terminalinde protein-protein etkilesim
bolgesi ile PYD igerir. NLRP3’iin LRR bdlgesi tehlike sinyalinin algilanmasinda
etkilidir ve NACHT bdlgesi araciligi ile NLRP3 monomerlerinin oligomerizasyonu ile
sonuglanir. Daha sonra NLRP3’lin PYD efektor bolgesi, ASC’nin efektor bolgesi ile
etkilesir. ASC, CARD bolgesi araciligi ile prokaspaz-1’i etkileyen adaptdr protein
olarak gorev yapar. NLRP3’iin NACHT bdlgesinin ayn1 zamanda ATP’ye baglandig: ve
hidrolize ettigi gosterilmistir. NLRP3’iin ATPaz aktivitesi NLRP3 aracili fonksiyonlar
icin gerekli oldugu gosterilmistir ve NACHT bdlgesindeki mutasyonlar inflamazom
oligomerizasyonu, kaspaz-1 aktivasyonu, IL-1p ve IL-18 salgilanmasi ve piroptozis
aracilt hiicre 6limiiniin azalmasma neden olmaktadir (Duncan ve ark., 2007; Ozaki ve
ark., 2015).

Sekil 4’de NLRP3 inflamazomunun yapist ve pro-IL-1B’nin biyolojik olarak

aktif forma doniigiimii gosterilmistir.
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Sekil 4. NLRP3 inflamazomu, NLR aile iiyelerinden NLRP3 proteini ve adaptoér protein ASC
molekiiliinden olusur. PYD-PYD etkilesimi ile ASC’nin yapiya eklenmesi sonucu
inflamazomun aktivasyonu ve pro-kaspaz-1 aktivasyonu ile sonuglanir. Daha sonra, aktif
kaspaz-1, pro-IL-1p da dahil olmak iizere hedef molekiilleri biyolojik olarak aktif formlar
seklinde parcalar. LRRs, leucine-rich repeats; NOD, nucleotide-binding oligomerization
domain; PYD, pyrin domain, CARD, caspase-recruitment and activating domain; NLRP3,
NOD-LRRs containing PYD 3; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD (Ranson ve Eri, 2013).

Inflamasyon yoluyla kaspaz-1 aktivasyonu giiclii bir proinflamatuar sitokin
olan aktif IL-1B’nin iiretimine neden olur. FMF dahil otoinflamatuar hastaliklarin ¢ogu,
ilgili yolak da fonksiyonel genlerde meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu
monogenik hastaliklardir. Sekil 5’de temel monogenik otoinflamatuar sendromlarin

patogenezinin basit bir semasi verilmistir.
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Sekil 5. Sekilde temel monogenik otoinflamatuar sendromlarin patogenezinin basit bir semasi verilmistir.

Mutasyona ugramis proteinler yildiz ile gosterilmistir ve yesil gerceveli terimler iligkili olduklart

hastaliklar1 gostermektedir.

TRAPS’de mutant TNFR1 (yanlis katlanmis protein), NF-xB

araciligl ile anormal inflamatuar yanita yol agar. FMF’de mutant pirin, inflamazom adaptor

protein ASC araciligr ile IL-1p fiiretiminde artisa neden olarak inflamasyona neden olur.

CAPS’de de NLRP3 oligomerizasyonu aktive olur ve adaptoér protein ASC ve kaspaz-1

etkilesime girerek IL-1B’nin aktiflesmesini saglar (Ozen ve Bilginer, 2014).

2.2.4. Pirin Ailesi
Pirin homoloji bolgesi (PAAD, DAPIN ve Pyk bolgeleri olarak da adlandirilir)

pirin gen ailesinin tiim iiyeleri tarafindan paylasilan yapisal Ozellik gosteren bir

bolgedir. Insan genomunun analizinde pirin, kriyopirin, ASC, AIM2 ve PAN1-11"de

dahil olmak iizere bu bdlgeyi iceren yaklasik 34 protein oldugu tahmin edilmektedir.

Pirin bolgesi iceren proteinler, sitokin tepkileri, tiimor bagisiklig, apoptoz, otoimmiinite

ve inflamasyonda dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik olaylardan sorumlu tutulmustur.

Bu fonksiyonlar1 bir¢ok hiicre i¢i sinyal silirecinin énemli diizenleyicisi olan NF-xB

yolagini aktive ederek gergeklestirirler. Biyokimyasal veriler pirin, kriyopirin ve ASC

gibi pirin ailesi iiyeleri, diger pirin bolgesi iceren molekiiler kompleksler i¢in sinyal

bilesenleri olarak gdérev yapmaktadir. Ayn1 zamanda pirin ailesi liyelerinin ¢ogu igin,
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pirin bolgesi genellikle dogal bagisiklik ve apoptoz ile iliskili molekiillerde bulunan
diger yapisal bolgeler ile etkilesim halinde bulunur (Sekil 6). Immiinolojik sinyal yollar
ile etkilesimlerinden dolay1 pirin ailesi iiyelerinde meydana gelen mutasyonlar

bozulmus bagisiklik ve otoinflamatuar hastalilara neden olur (Shinkai ve ark., 2005).

Cryopyrin | Pyrin ((((((@
Pyrin Pyrin = il e

AsC Pyrin CARD

NoD2 | CAMBSs | NACHT ((((((@

Sekil 6. Pirin, kriyopirin, ASC, and NOD2 gibi inflamatuar yolak ile ilgili molekiillerin yapisal bolgeleri.

Pirin bolgesi, 6 sarmalli dlim bolgesi (6-helix bundle DD-fold) siiper ailesinin bir {iyesidir.
NACHT boélgesi, son derece korunmus olan niikleotit baglayic1 diziye sahiptir. Kisaltmalar;

ZF(Zinc finger), Cinko parmak bolgesi; CC(Coiled coil), Sarmal sarmal bdgesi (Shinkai ve
ark., 2005).

2.3. Smiflandirma

Son yillarda yeni tek genli (monogenik) otoinflamatuar hastaliklar
tanimlanmaya devam edilmektedir. Otoinflamatuar hastaliklarin siniflandirilmasinda iki
farklh kriter kullanilmaktadir. Bu hastaliklar, temel klinik 6zelliklerine (periyodik ates

gibi) veya patogenezine (IL-1 veya NF-kB aktivasyon bozukluklar1 gibi) dayanarak
smiflandirilabilir (Ozen ve Bilginer, 2014).
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Grupl. Temel klinik 6zelliklerine gore tekgen otoinflamatuar hastaliklar.

Periyodik ates hastahiklari;

FMF (ailesel Akdeniz atesi, familial Mediterranean fever, AAA)

CAPS (kriyopirin iligkili periyodik sendrom, cryopyrin-associated periodic
syndromes)

TRAPS (TNF reseptor iliskili periyodik sendrom, TNF receptor-associated
periodic syndrome)

MKD/HIDS (mevalonat kinaz eksikligi/Hiper IgD Sendromu, Mevalonate
kinase deficiency/ Hyper IgD syndrome)

FCAS2 (ailesel soguk otoinflamatuar sendromu, familial cold

autoinflammatory syndrome 2)

Piyojenik lezyonlu hastahklar;

DIRA (IL-1 reseptdr antagonist eksikligi, deficiency of IL-1 receptor
antagonist)
PAPA sendromu (Pyogenic arthritis, pyoderma gangrenosum and acne)

Majeed sendromu

Graniilomatoz lezyonlu otoinflamatuar hastahklar;

Blau sendromu

Psoriazis ile birlikte olan hastahklar;

DITRA (IL-36 reseptor antagonist eksikligi, Deficiency of IL-36 receptor

antagonist)

Pannikiilitin indiikledigi lipodistrofili hastahklar;

JMP (eklem kontraktiirii, muskuler atrofi ve pannikiilitin indiikledigi
lipodistrofi sendromu, joint contractures, muscle atrophy, microcytic
anemia, and panniculitis-induced childhood-onset lipodystrophy)

CANDLE (lipodistrofili kronik atipikal notrofilik dermatosiz ve yiiksek
ates, chronic atypical neutrophilic dermatosis with lipodystrophy and
elevated temperature)

NNS (Nakajo-Nishimura syndrome)
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Digerleri;
- APLAID (PLCy2 iligkili antikor eksikligi ve immun disregiilasyon, PLCy2-

associated antibody deficiency and immune dysregulation)

Grup 2. Patogenezine gore tek genli otoinflamatuar hastaliklar.

IL-1P regiilasyonundaki defektler;
- FMF (ailesel Akdeniz atesi, familial Mediterranean fever, AAA)
- CAPS (kriyopirin iligkili periyodik sendrom, cryopyrin-associated periodic
syndromes)
- MKD/HIDS (mevalonat kinaz eksikligi/Hiper IgD Sendromu, Mevalonate
kinase deficiency/ Hyper IgD syndrome)
- PAPA sendromu (Pyogenic arthritis, pyoderma gangrenosum and acne)
- Majeed sendromu
- DIRA (IL-1 reseptor antagonist eksikligi, deficiency of IL-1 receptor
antagonist)
NF-kB aktivasyonu ile baglantih hastaliklar;
- Blau sendromu
- FCAS2 (ailesel soguk otoinflamatuar sendromu, familial cold

autoinflammatory syndrome 2)

Yanhs katlanmis protein hastahklar;
- TRAPS (TNF reseptor iliskili periyodik sendrom, TNF receptor-associated
periodic syndrome)
IL-36 regiilasyonu ile iliskili hastahklar;
- DITRA (IL-36 reseptor antagonist eksikligi, deficiency of IL-36 receptor
antagonist)
IFNy veya proteozom ile iliskili hastahklar
- JMP (eklem kontraktiiri, muskuler atrofi ve pannikiilitin indiikledigi
lipodistrofi sendromu, joint contractures, muscle atrophy, microcytic

anemia, and panniculitis-induced childhood-onset lipodystrophy)
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- CANDLE (lipodistrofili kronik atipikal ndtrofilik dermatosiz ve yliksek
ates, chronic atypical neutrophilic dermatozis with lipodystrophy and
elevated temperature)

- NNS (Nakajo-Nishimura syndrome)
Digerleri;

- APLAID (PLCy2 iligkili antikor eksikligi ve immun disregiilasyon, PLCy2-

associated antibody deficiency and immune dysregulation)
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2.4. Ailevi Akdeniz Atesi

2.4.1. Tanim

Ailevi Akdeniz atesi (Familial Mediterranean Fever, FMF; OMIM # 249100),
diinya ¢apinda 100 000’den fazla bireyi etkileyen, en yaygin gozlenen otoinflamatuar
kalitsal bir hastaliktir ve otozomal ¢ekinik olarak kalitilmaktadir (Paut ve ark., 2000;
Almeida de Jesus ve Goldbach-Mansky, 2013; Rigante ve ark, 2014;). ilk FMF hastas1
1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan 16 yasinda Yahudi bir kiz olgunun
bildirilmesiyle tanimlanmistir (Janeway ve Mosenthal, 1908) ve 1945 yilinda Siegal
tarafindan 10 hastadan olusan vaka serileri yaymlanmistir (Siegal, 1945). FMF; 6-96
saat icerisinde kendiliginden diizelen ve tekrarlayan ataklarla seyreden, genellikle atesin
ve agrmin eslik ettigi periton, plevra ya da sinoviyal inflamasyon ve/veya deri
dokiintiileri ile karakterizedir (Fonnesu ve ark., 2009). Ataklar yilda bir ile haftada bir
arasinda degisen araliklarla periyodik olarak tekrarlar (Chae ve ark., 2006). Ailevi
Akdeniz atesi, Tiirkler, Ermeniler, Araplar ve Sefardik Yahudiler gibi daha ¢cok Akdeniz
kokenli toplumlarda goriilmekle beraber genetik tani testi uygulanmasiyla italyanlar,
Polonyalilar, Almanlar gibi diger etnik gruplarda da olgular bildirilmistir (Sohar ve ark.,
1967; Domingo ve ark., 2000; Kastner, 2005). FMF’in iilkemizde goriilme sikligi
yaklagik olarak 1/1000 ve tasiyicilik orani ise 1/5 olarak ifade edilmistir (Turkish FMF
study group, 2005; Yigit ve ark., 2008). Toplum genetigi c¢aligmalarinda, FMF
tastyicilik orani, yliksek risk gosteren etnik gruplarda 1:5 dolaylarinda bulunmustur
(Stoffman ve ark., 2000).

FMF semptomlari, daha ¢ok hayatin ilk on yilinda ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
beraber hastalarin  %80’inden fazlasinda c¢ocukluk veya ergenlik doneminde
gozlenirken, %5’inde ise 30 yasindan sonra goriilmektedir (Kastner, 1998; Samuels ve
ark., 1998).

Ataklar esnasinda ates ve serdz doku iltihabma yonelik bulgular, 1-4 giin siirer
ve kendiliginden kaybolur. Ataklar arasinda ise hastalar genellikle semptom gostermez.
Tekrarlayan ataklar, stres, agir fiziksel aktiviteler, menstriiasyon ve enfeksiyonlara bagl
olarak degisebilir. Ataklarin siklig1 ve siddeti, hastalar arasinda ve hatta yasamlarmin
farkli donemlerinde bile degisiklik gosterebilmektedir (Majeed ve ark., 1989; Pras,
1998).
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Histolojik incelemeler, etkilenen bolgelere polimorfoniikleer 16kosit gogii
oldugunu, fakat antikor ve antijen spesifik T hiicrelerinin genel olarak gézlenmedigini
gostermistir. Hastalarin bir kisminda akut faz proteini SAA’nin yanlis katlanmig
fragmentinin birikimi nedeniyle sistemik amiloidoz meydana gelebilir ve bunun
sonucunda da bobrek yetmezligi ve Oliim goézlenebilir. FMF hastalarinda vaskiilit
gelisme riski artabilir (Turkish FMF study group, 2005) ve MEFV mutasyonlari, Behget
hastalig1 (Imirzalioglu ve ark., 2005), inflamatuar bagirsak hastaligi (Cattan ve ark.,
2000) ve juvenil idiopatik artrit (Ozen ve ark., 2003)) gibi hastaliklarda saglikli

kontrollere gore daha sik gozlenebilmektedir.

2.4.2. Hastalik ile Iliskili Gen ve Pirin Proteini

FMF otozomal resesif olarak kalitilir. Buna bagl olarak yatay gecis gosterir ve
kusak atlar. Ancak bazi populasyonlarda tasiyici frekansmnin yiiksek ve akraba
evliliklerinin sik oldugu durumlarda dikey kalittim benzeri gegis gozlenebilir.
Pseudodominant kalitima benzeyen bu sonug¢ kalitim kaliplariyla ilgili ¢aligmalarda bazi
arastirmacilarin hastaligin otozomal dominant gegisli oldugunu ileri siirmelerine yol
acmustir (Yuval ve ark., 1995).

1997°de FMF’e neden olan MEFV geni, iki ayr1 konsorsiyum tarafindan
pozisyonel klonlama yaklasimi ile tanimlanmistir. Gen, 16p13.3’de 3.232.028 -
3.246.627 niikleotidleri arasinda yer almakta olup pirin veya meranostrin olarak
adlandirilan proteini kodlamaktadir. Gendeki mutasyonlarin ¢ogu yanlhs anlaml
(missense) mutasyonlardir. (The French FMF Consortium, 1997; The International
FMF Consortium, 1997; Kastner, 2005).

MEFYV geni, 3505 niikleotid igermekte ve 10 ekzondan olusmaktadir. Bu gen
Uluslararast FMF konsorsiyumu tarafindan Yunanca bir kelime olan ve ‘‘ates’
anlamma gelen ‘‘Pyrin’’ (The International FMF Consortium, 1997), Fransiz FMF
konsorsiyumu tarafindan ise Latince bir kelime olan ve ‘‘bizim deniz’’ anlamima gelen
““‘Marenostrin’” ad1 verilen 781 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir (The French

FMF Consortium, 1997).

Infevers verilerine gore, bugiine kadar hastaliga neden olan 308 MEFV gen dizi

varyanti bildirilmistir (http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/, 2015,). Bu mutasyonlarin

hemen hemen yaris1 diizenleyici protein-protein bolgesi olan B30.2 (SPRY) bolgesini
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kodlayan 10. eksondadir (Sekil 7) (Chae ve ark., 2006). Tanimlanan mutasyonlarin ¢ok
biiyiik bir kismi, niikleotid yer degistirmesi seklindedir (Paut ve ark., 2000).

Yayain gozlenen mutasyonlar
GI96W 5208AfsX39 . g
pigoR | | E225D Fonksiyonel polimorfizmler P7EOT
ol ME80I 77y
oy 52421 Mé
1|?;. 1267| Imss0L RTE1H
) P TER1I
AZoBV 57 1400
E1670 PIEAL GS14E GETBE | | veaax e
RI515 1506V | MG92del  A7445
E1480Q W?:r Fa79L ose| ||| ks
R143P 295G Haray | M58l ) MEIAV VI26A
|
vasaL : 7175
R3IS4W Lo4oF LrooR |
P3695 ASa5Y
|T309M | | R408Q s PEAGL
AgST ‘ a9
afl Coiled-
Pirin PYD = B-box )
™
1 92 66 280 70 412 420 440 597 776

Sekil 7. MEFV geninde sik rastlanan mutasyonlar. Sik rastlanan mutasyonlar kirmizi ile daha nadir olarak

gozlenen varyantlar ise siyah ile gosterilmistir (Masters ve ark., 2009).

FMF hastalarinda en sik saptanan yanlis anlamli mutasyonlar M694V, M680I,
M6941 ve E726A’dwr. Exon 2 ve 3 te bulunan genetik varyasyonlar genellikle
nonspesifik inflamatuar belirtiler ile iliskilidir ve klinik olarak 6nemi belirsizdir. MEFV
geninde yaygin olarak bulunan E148Q amino asit degisimi exon 2’deki yanlis anlamli
mutasyon sonucu olusur. Bu degisim beyaz irkta %0,5-5, Japonlarda %23 alel
frekansina sahiptir ve iyi huylu bir polimorfizim olarak tanimlanmistir (Touitou, 2001;
Marek-Yagel ve ark., 2009a). Ancak bu polimorfizim baska bir mutasyonla birlikte,
fenotipin agirlasmasina ve hastaligin kendini gdstermesine neden olabilir (Stoffman ve
ark., 2000). E148Q polimorfizimi ile iligkili klinik bulgular olduk¢a degisken olmasmna
ragmen, semptomatik kisilerde kolsisin kullanimina baglanmasi Onerilmektedir
(Topaloglu ve ark., 2005). E148Q polimorfizimi, 6rnegin TNFRSF1A’daki R92Q gibi,
diger otoinflamatuar hastalik genlerine ait mutasyonlarla beraber bulundugunda,
hastalik fenotipini degistirici bir etki gostererek, daha agir bir fenotipe neden olabilecegi
ileri stirtilmiistiir (Stojanov ve ark., 2004).

Pirin proteini 86.4 kDa agirliginda olup 781 amino asitten olugsmaktadir ve
arjinin ve lizin amino asitlerince zengin, pozitif yiiklii bir proteindir. Monositlerde

sitoplazmada, sinovyal fibroblast ve noétrofillerde ise ¢ekirdekte bulundugu
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gosterilmistir ve inflamasyonda baskilayici iglevi oldugu diisiiniilmektedir (Bakkaloglu,
2003).

Sekil 8’de goriildiigli gibi pirin proteini, dort fonksiyonel bolge icermektedir
(Samuels ve ark., 1998):
1. Amino (N) ucu PYRIN boélgesi (PAD, PyD veya DAPIN)
2. Bazik kutu ¢inko parmak bolgesi (B box zinc finger domain; BB-ZF)
3. Sarmal sarmal bolgesi (Coiled coil domain; CC),

4. Karboksi (C) ucu B30.2 bolgesi
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Sekil 8. Pirin proteinin yapis1 ve mutasyon bolgeleri (Samuels ve ark., 1998).

Yabanil tip ve mutant pirin fonksiyonu i¢in kesin molekiiler mekanizmalar tam
olarak anlasilmasa da FMF’in belirgin inflamatuar fenotipi ve belli toplumlar da yiiksek
tastyicilik frekansinin gozlenmesi, pirinin dogal bagisikligin diizenlenmesinde 6nemli
oldugunu gostermektedir. Bu yaklagim ile uyumlu olarak MEFV tarafindan kodlanan
pirin notrofiller, eozinofiller, monositler ve dendritik hiicrelerde yiliksek oranda ifade
edilirken lenfositlerde ifade edilmez (The French FMF Consortium, 1997; The
International FMF Consortium, 1997; Centola ve ark., 2000; Diaz ve ark., 2004). Ayni
sekilde, sinoviyal, periton ve cilt kaynakli fibroblastlarda ifade edilir fakat kondrosit ya
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da endotel hiicrelerinde ifade edilmez (Diaz ve ark., 2004). Pirin’in hiicre igi
lokalizasyonu karmagik goriinmektedir. Transfeksiyonla hiicreye verilen normal
uzunluktaki pirin sitoplazmaya lokalize olurken exon 2’den yoksun alternatif ‘splice’
varyant1 ile kodlanan nadir isoform ise ¢ekirdege girebilir. Bunun diginda, yabanil tip
pirin monositlerde sitoplazmiktir, fakat graniilositler, dendritik hiicreler ve sinovyal
fibroblastlarda agirlikli olarak niikleerdir (Ting ve ark., 20006).

Pirin, kaspaz-1 aracilig ile sitokinin olgunlagmasi siirecinde ASC ile etkilesim
icerisindedir. Sitokin olgunlagsma siireci aktif makrofajlar ve monositler tarafindan
iiretilen bir sitokin dnmadde molekiiliinden aktif sitokin tiretimini saglar. Hiicreden
salgilanan aktif sitokin, proinflamatuar gen ifadesini uyarir ve 6énemli bir pirojen olarak

gorev yapar (Tschopp ve ark., 2003).

2.4.3. Patogenez

FMF, lokal ve sistemik inflamasyon ile atesin yasam boyu devam eden
nobetleri ile karakterizedir ve hastalik MEFV geninde gozlenen mutasyonlar sonucu
olusur. MEFV genindeki mutasyonlar, genin kodladig1 hiicre i¢i protein olan pirin
proteininin fonksiyonunu etkiler (Masters ve ark., 2009).

Pirin proteininin 92 amino asitlik N-terminali, apopitoz ve inflamasyonda yer
alan bircok proteinle homoloji gosterir. 195 amino asitten olusan ve amino ucunda pirin
bdlgesi, karboksi ucunda CARD igeren (Centola ve ark., 2000) ve apoptotik hiicrelerde
“leke” seklinde ifade edilen agregatlarin olusumuna sebep olan (Gumucio ve ark., 2002)
ASC proteiniyle iligkili oldugu saptanmistir. ASC’nin, pirin bdlgesi sayesinde, diger
pirin iceren proteinlerle, protein-protein etkilesimine katildigi gosterilmistir (Jonathan
ve Kastner, 1998). CARD bolgesi ise ASC’nin, fonksiyonel aktivitesinde 6nemli oldugu
bilinen, IL-1p’nin islenmesi ve salmmasi ile iligkili prokaspaz-1’in olusturulmasi ve
aktivasyonunda rol alan bolgedir (Centola ve ark., 2000). ASC, prokaspaz-1’e (IL-1B
converting enzim) baglanarak onun kiimelenmesini ve otoaktivasyonunu saglamaktadir.
Aktif kaspaz-1, pro-IL-1B’y1 IL-1B’ya doniistirmektedir ve salinan IL-1, kendi
reseptoriine baglanarak inflamasyonu baslatmaktadir (Sekil 9).

Yabanil tip pirin, kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1f islenmesi icin gerekli bir
bilesen olan ASC’ye baglanir. Pirinin, ASC’ye baglanip kaspaz-1 aktivasyonuna

katilimimi engelleyerek IL-1p aktivasyonunu 6nledigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte
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mutant pyrin ASC’ye baglanma 6zelligini kaybederek kaspaz-1 aktivasyonuna ve IL-1

B’nin salinmasinda artiga neden olarak inflamasyonu engelleyemez (Dinarello, 2011).
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Sekil 9. Patojen enfeksiyonuna yanit olarak pirin ve kriyopirin inflamazom olusumunu gosteren model.
PyD bolgesi bulunan proteinler apoptotik speck proteini (ASC) ile etkileserek inflamasyonu
diizenler. Pirin veya kriyopirin proteinleri B30.2 veya LRR bolgeleri ile PAMP’lar1 tanir ve ASC
ve Pro-kaspaz-1 oligomerizasyonuna yol agar. Bu kompleks daha sonra inflamasyonu uyaran IL-
1B’nin  aktivasyonuna neden olur. ASC, apoptozda ve inflamasyon yanitinin hem
baskilanmasinda hem de diizenlenmesinde rolii olan NF-kappa transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonunda etkilidir. Kisaltmalar; PAMP, Patojen iliskili molekiiler yapilar (Yu ve ark.,
2006).

2.4.4. Klinik Ozellikleri ve Tam

Hastalik genellikle 1-3 giin arasinda siirer ve akut karm agris1 ve biiylik eklem
artriti ile birlikte tekrarlayan ates ataklari ile karakterizedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).
Ates ataklari, yliksek derecede ates (38,5-40°C) ve siddetli halsizlik ile birdenbire
meydana gelir (Padeh ve ark., 2010). Siddetli karin agris1 hastalarin %95’ inde goriiliir

ve akut peritonit ikincil sirada gdzlenir. Fizik muayenede hastalarda genellikle karin
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sisligi ile yogun karm agrist vardr ve FMF hastalarinin %30-40’inda abdominal
cerrahiye yol a¢tig1 tahmin edilmektedir (Simon ve ark., 2005). Diger gastrointestinal
semptomlar arasinda kabizlik ve ishal sayilabilir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998a).

FMF hastalarinin yaklasik 3/4’tinde eklem tutulumu mevcuttur ve genellikle
biiyiik alt ekstremite eklemlerinin akut monoartriti goriilmektedir (Younes, 2002).
Ataklar swrasinda miyalji, hastalarin %10’unda ve tipik olarak alt bacaklarda
gozlenmektedir. Bununla beraber fiziksel egzersiz ile tetiklenebilen miyalji
goriilmektedir. Direngli atesli miyalji ise nadiren gozlenebilir ve vaskulit nedeniyle
oldugu diisiintilmektedir (Langevitz ve ark., 1994).

Peritonitin yani sira plorit ve perikardit sirasiyla hastalarin yaklasik %39 ve %2
sinde gozlenmektedir (Kees ve ark., 1997; Barski ve ark., 2012).

Genel olarak deri tutulumu degiskendir ve ¢cogunlukla yoktur. FMF’in en sik
gozlenen deri belirtisi olan erizipel benzeri eritem hastalarin %7-40’1nda raporlanmistir
ve bir alt extremite eritematdz dokiintii ile karakterizedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998a).

FMEF’de ates, karin ve gogilis agrist gibi sik gozlenen klinik belirtiler, aile
oykiisii ve kolsisin tedavisine verilen yanita gore tani1 konur. Bununla birlikte MEFV
genindeki mutasyonlar belirlenmesi, kesin FMF tanisi i¢in zorunludur (Almeida de
Jesus ve Goldbach-Mansky, 2013).

Kisa siireli serozit ve ates ataklarinin varligi, amiloidoz gelisimi ve kolsisin
tedavisine alinan yanita gére Tel Hashomer tan1 kriterleri olusturulmustur. Uygun klinik
ve laboratuvar bulgularmm varligi, uygun etnik gruptan olma, kolsisine yanit, baska bir
nedene bagh olmayan AA tipi amiloidozun varligi, ataklar arasi donemde hastalarin
tamamen normal olmasi tami igin dénemlidir. Ik tam kriterleri 1967 yilinda Sohar
tarafindan belirlenmistir. Ancak giliniimiizde en sik kullanilan kriterler Tel Hashomer
tan1 kriterleridir. Tel Hashomer kriterlerinin yanisira kullanilan bir bagka kriter de
1998’de Avi Livneh ve arkadaslar1 tarafindan Onerilen kriterlerdir (Livneh ve ark.,

1997; Gershoni-Barush ve ark., 2001; Stojanov ve Kastner, 2005).

FMF icin Tel- Hashomer Kriterleri

Major kriterler:

* Peritonit, plevrit veya sinovitin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklar1

* Bagka bir nedene bagli olmayan AA tipi amiloidoz varligi
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* Devamli kolsisin tedavisine verilen olumlu yanit
Minor kriterler:
* Tekrarlayan ates ataklar1
* Erisipel benzeri eritem varligi
* Birinci derece akrabalarda FMF varligi
Kesin tani: 2 major kriter veya 1 major + 2 mindr kriter

Olasi tani: 1 major + 1 minor kriter

Tel Hashomer kriterlerine gore FMF i¢in kesin tan1 iki major veya bir major ve
iki mindr kritere gore konur. Bununla beraber, eger bir major veya bir mindr kriter
saglanmigsa, tani1 olasidir. Genetik tan1 MEFV genindeki iki mutasyon varligmin
belirlenmesi ile kesinlesir. Fakat ayn1 zamanda heterozigot mutasyon tastyicilar1 eksik
veya tipik bir hastalik ataklar1 gosterebilir. Bes dnemli mutasyon (M694V, M680I,
V726A, E148Q, M6941 ) hastalikla iligkili biitliin mutasyonlarin %85’ini temsil
etmesine ragmen, simdiye kadar farkli klinik penetransi olan bir¢ok bagska mutasyon da
bildirilmistir (http:// fmf.igh.cnrs.fr /ISSAID/ infevers, 2015; Rigante ve ark., 2014).

FMF ataklar1 sirasinda laboratuvar bulgulari, eritrosit sedimentasyon hizi
(ESH) ve CRP gibi akut faz reaksiyonlarinda artig ile 10kositoz varligini isaret eder
(Heler ve ark., 1961). Hastalarmm ¢ogunda ataklar arasinda inflamasyon belirtecleri
normaldir. AA tipi sekonder amiloidoz goriilme oram iilkeler arasinda degismekle
beraber en sik gozlenen komplikasyonudur (Touitou ve ark., 2007). AA amiloidozun
ortaya ¢ikisinin MEFV geninin M694V mutasyonu ile giiglii bir sekilde iligkili oldugu
bildirilmistir (Rigante ve ark., 2014) ve Tiirk hastalarda sekonder amiloidoz sikliginin
%13 olabilecegi raporlanmustir. Bobrekler en ¢ok etilenen organlardir ve bu hastalarda
kronik bobrek yetmezligine yol acabilecek ilerleyici proteiniiri ve nefrotik sendrom
ortaya ¢ikabilir (Tunca ve ark., 2005). Sekonder amiloidoz, amiloid proteinin dokuda
birikimi sonucu olusur ve bu da siirekli artan serum amiloid A (SAA) seviyeleri
nedeniyle meydana gelir (Lachmann ve ark., 2007).

FMF klinik olarak, tiimor nekroz faktor reseptorii ile iligkili periyodik sendrom
[tumor necrosis factor (TNF) receptor—associated periodic syndrome (TRAPS)],
hiperimmiinglobulinemi D ve periyodik ates sendromu [hyperimmunoglobulinemia D

and periodic fever syndrome (HIDS)], familial soguk otoimmiin sendromu/familial
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soguk iirtiker sendromu [familial cold autoinflammatory syndrome (FCAS)/familial
cold urticaria syndrome (FCUS) ], Muckle-Wells sendromu [Muckle-Wells syndrome
(MWS) ], yeni dogan-gec basglangicli multisistem inflamatuvar hastalik/kronik infantil
norolojik deri ve eklem sendromu [neonatal-onset multisystem inflammatory disease
(NOMID)/chronic infantile neurologic cutaneous and articular (CINCA) syndrome],
Blau sendromu (Blau syndrome), piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum ve
akne [(pyogenic sterile arthritis, pyoderma gangrenosum and acne syndrome, (PAPA)]
sendromuna benzemektedir (Delpech ve Grateau, 2001; Kastner ve O’Shea, 2001;
Padeh, 2005; http://fmf.igh.cnrs. fr/infevers/, 2015).

2.4.5. Tedavi

FMF’in tedavisinde Onerilen ilk se¢enek kolsisindir ve bir¢ok durumda bu
tedavi ile atak sikligi, uzunlugu veya siddetinin azaldig1 veya tamamen diizelmenin
saglandig1  gozlenmistir. Ayrica kolsisin  tedavisinin  bobrek amiloidozunu
geciktirilebilecegi veya Onleyebilecegi bildirilmistir ve hamilelik sirasinda giivenli
olarak kabul edilmektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998b). Kolsisine olumlu yanit
ozellikle hafif derecede klinik 6zellik gosteren veya eksik genotip-fenotip korelasyonu
olan vakalarda tan1 konulmasinda 6nemlidir. Ayn1 zamanda kolsisin tedavisine alinan
yanit, FMF tanismin konulmasinda Tel Hashomer major kriterlerinden birisidir.
(Rigante ve ark., 2014).

[lacin yan etkileri; ishal, laktoz intoleransi kaynakl kolsisin nedeniyle sik sik
karin agrisi, deri dokiintiisii, 16kopeni, trombositopeni, ndropati, miyopati ve karaciger
hasaridir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998b; Lidar ve ark., 2004).

Kolsisini tolere edemeyen veya kolsisine cevap olusturmayan hastalar igin,
interlokin-1 inhibitorleri ikinci altenatif olarak kullanilmaktadir. Bir randomize plasebo-
kontrollii caligmada, son zamanlarda uzun etkili IL-1 inhibitorii rilonaceptinin, kolsisine
direncli veya hosgdriisiiz FMF hastalar i¢in bir tedavi secenegi oldugu ileri siiriilmiistiir
(Moser ve ark., 2009; Hashkes ve ark., 2012). FMF ataklar1 goriiniiste sebepsiz
olmasmma ragmen stres, viral enfeksiyonlar ve beslenme gibi faktorler IL-1B
salgilanmasimi ve kaspaz 1 aktivasyonunu tetikleyebilir. Bununla iligkili olarak IL-1
inhibitorleri daha hizli bir sekilde hastanin normale donmesinde etkili olabilmektedir.

(Dinarello, 2011a).
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2. 5. Kriyopirinopatiler

2.5.1. Tanim

Kriyopirinopatiler veya kriyopirin iligkili periyodik sendromlar (CAPS); ailesel
soguk lrtiker sendromu (FCAS), Muckle-Wells Sendromu ( MWS) ve ayni zamanda
kronik infantil, norolojik, deri ve eklem (CINCA) sendromu olarak da adlandirilan
yenidogan baglangicli multisistem inflamatuar hastalik ( NOMID) olarak ii¢ tipi vardir.
Bu hastaliklar arasinda klinik benzerlikler gozlenmektedir ve NLRP3 (pirin bolgesi
iceren NOD-benzeri reseptor ailesi 3, NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3)/CIAS] (soguk kaynakli otoinflamatuar sendrom 1, cold induced
autoinflammatory syndrome 1) genindeki mutasyonlar sonucu meydana geldikleri
kesfedilmistir. FCAS ve MWS’de kalitim paterni genellikle ailesel iken,
NOMID/CINCA’nin klinik olarak siddetli fenotip gosteren hastalarinda ise hastalik
sporadiktir (Almeida de Jesus ve Goldbach-Mansky, 2013).

NLRP3/CIASI geni ilk olarak, FCAS’l1 genis aileler kullanilarak yapilan
pozisyonel klonlama ¢alismalar1 ile kesfedilmistir. Nadir gozlenen ve otozomal
dominanat olarak kalitilan hastalik genel olarak soguga maruz kaldiktan sonra ortaya
cikan ates, dokiintii, eklem agris1 ve konjunktivit ataklari ile karakterizedir (Hoffman ve
ark., 2001a). O zamandan bu giine 90’dan fazla NLRP3/CIAS] mutasyonu FCAS’l1
hastalarda tanimlanmistir (Milhavet ve ark., 2008). CAPS olarak tanimlanan {ig¢
altfenotipin hepsi deri, eklem, kas, konjonktiva ve beyin-omurilik sivisi da dahil olmak
iizere birgok dokuda ates, kan notrofilisi ve lokalize notrofilik inflamasyon ile
karakterizedir. Ayrica altfenotiplerin her birinde; FCAS’da soguk kaynakli semptomlar,
Muckle-Well sendromunda sistemik amiloidoz ve isitme kaybi ve NOMID’de daha
siddetli santral sinir sistemi ve kemik tutulumu da dahil olmak {izere karakteristik klinik
ozellikler gozlenir (Aksentijevich ve ark., 2007).

CAPS iliskili NLRP3/CIAS] mutasyonlarinin otozomal dominanat kalitim
modeli ile uygun olarak fonksiyon kazanci ile sonuglandigi kabul edilir. Deneysel ve
klinik veriler inflamazom aktivitesinde artis oldugunu gostermistir, fakat bu
mutasyonlarin temel molekiiler mekanizmalar1 hala belirsizdir. Bu konuda yapilan ¢ok
sayidaki in vitro ifade caligmalar1 sonucunda bir¢ok CAPS iligkili mutasyonlarin,
kaspaz-1 aktivitesi, IL-1P salinmasi ve hiicre dliimiiniin ¢esitli formlar1 gibi inflamazom

aktivitesinde artig gosterdigi bildirilmistir (Broderick ve ark., 2015).
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2.5.2. Hastahk ile Tliskili Gen

NLRP3/CIAS1 olarak adlandirilan ve kriyopirin yada NALP3 (NACHT, LRR
ve PYD bdlgesi iceren protein 3) kodlayan gen, iki otozomal otoinflamatuar hastaligin
(FCAS ve MWS) genetik temelinin arastirilmasi esnasinda pozisyonel klonlama ile
2001 yilinda 1g44°’te 10cM boyutunda bir bdlge de haritalanmigtir (Hoffman ve ark.,
2001a; Wanderer ve Kolodner, 2001). Dokuz ekzonlu olan NLRP3/CIASI geninin, 3105
be’lik acik okuma gercevesi bulunur (Hoffman ve ark., 2001b).

FCAS, MWS ve CINCA hastalarinda CIASI geninde benzer genotip-fenotip
korelasyonu gosteren yaklagik olarak 40 mutasyon tanimlanmistir (Neven ve ark., 2004)
ve Sekil 10°da gosterildigi gibi bunlarn c¢ogu merkezi NACHT bdlsesinde
bulunmaktadir (Fujisawa ve ark., 2007). Birgok spesifik mutasyon tekbir fenotiple
iligkilidir ( FCAS, MWS, veya NOMID). Bununla birlikte ayn1 mutasyonlar hem FCAS
hem de MWS’de gozlenmistir (Neven ve ark., 2004). CIASI’de olusan bir mutasyonun,
kriyopirinopatilerden hangisine neden olacagi kestirilemez. Ornegin; R260W
mutasyonu, hem MWS hem de FCAS’ta, D303N mutasyonu ise hem MWS hem de
NOMID’de bulunmustur (Aksentijevich ve ark., 2002; Dode ve ark., 2002). V200M
mutasyonu FCAS ile iliskilendirilmis olmasma ragmen (Hoffman ve ark., 2001b), baska
bir caligmada, goriiniiste saglikli olan bireylerde gozlenebilecegi veya MWS ile iliskili
olabilecegi ifade edilmistir (Aganna ve ark., 2002). CIASI’de mutasyon tasimayan
klasik CAPS fenotipi gosteren hastalarda vardir ve bu diger genlerin fenotipin ortaya
cikmasinda etkili olabilecegini diigiindlirmektedir. Ayrica, tanimlanmamis veya diger
otoinflamatuar hastaliga sahip hastalar ile inflamatuar hastalifi olmayan hastalar da
CIASI’de baz1 genetik varyasyonlar (0rnegin; 198. pozisyonda metionin ile valinin

degisimi, V198M) saptanmistir (Ting ve ark., 2006).
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Sekil 10. Kriyopirin mutasyonlar hastaligin farkli siddette fenotiplerinin olusmasina neden olur. Siddetli
fenotip kirmizi ile gosterilen NOMID/CINCA, orta siddetli fenotip mavi ile gosterilen MWS
ve hafif siddetli fenotip mor ile gosterilen FCAS mutasyonlarini gostermektedir. Bazi

durumlarda, NOMID / CINCA ve MWS’ yi ayirt etmek zordur (Masters ve ark., 2009).

2.5.3. Patogenez

NALP3 (Kriyopirin) proteini temel olarak, dogustan gelen bagisiklik
sisteminin ana hiicreleri olan periferal kan Iokositleri ve kondrositlerde ifade
edilmektedir. Bu protein homotipik protein-protein etkilesimi ile inflamasyon ve
apoptozun diizenlenmesinde gorevli ve FMF ile iliskili pirin proteini ile benzer PYD
bolgesi icerir (Hoffman, 2001c; Manji ve ark., 2002). Cok iyi anlasiimamis olmasina
ragmen kriyopirin, transkripsiyonel (NF-kB) ve post-translasyonel (kaspaz-1) seviyede
sitokin yanitint diizenleyerek hiicre sinyalinde rol oynar ve endojen sinyal ve bakteriyel
ligandlar1 algilar. Bu sinyaller bu hiicrelerde sitokin yanitini aktive eder. Bu yolak,
hastalarda goriilen sistemik ve doku inflamatuar semptomlarinin ¢ogunu agiklayabilir.
Bununla birlikte, kriyopirin, insan kondrositlerinde ve farelerde deri ve gozlerde
eksprese edilir (Feldmann ve ark., 2002; Anderson ve ark., 2004). CAPS’li hastalarda,
kikirdak biiylimesi, inflamatuar dokiintiiler ve okiiler inflamasyon gibi semptomlar
gbzlenir. Bununla birlikte apoptozun diizenlenmesinde muhtemel rolii de dahil olmak
iizere bu hiicreler ve dokularda kriyopirin islevi heniiz aydinlatilamamistir (Ting ve ark.,
2006).

Simdiye kadar, kriyopirin ve diger CATERPILLER proteinlerinin fonksiyonel
analizi, bu proteinlerin ¢ogunun NF-kB yolag: ile cakistigini gostermektedir, fakat
gergek fonksiyonlar1 netlestirilmemistir. Bununla beraber, N-terminal pirin bdlgesine

sahip bazi genlerin, NF-kB aktivasyonu {izerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
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ifade edilmistir (Bruey ve ark., 2004; Conti ve ark., 2005). N-terminal CARD bolgesine
sahip diger CATERPILLER genlerin (NOD2 gibi) NF-xB’nin aktivasyonunda rol
oynadig1 yapilan farkli caligmalarda gosterilmistir (Watanabe ve ark., 2004; Kobayashi
ve ark., 2005; Maeda ve ark., 2005). In vitro ¢alismalarda, kriyopirin’in ASC olarak
adlandirilan ve diger pirin bdlgesi igeren proteinin varliginda NF-xB’yi aktive ettigi
gosterilmistir (Manji ve ark., 2002; Dowds ve ark., 2003; Conti ve ark., 2005). Bununla
birlikte, diger pirin bolgesi igeren CATERPILLER proteinlere benzer sekilde
kryopirinin, ASC yoklugunda TNF ve TNF-reseptor iliskili faktor 6 (TRAF6) bagiml
(induced) NF-xkB aktivasyonu iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Stehlik ve ark., 2002; O’Connor ve ark., 2003;Yu ve ark., 2006)

PYPAF1 ve NALP3 olarak da adlandirilan CI4S1, polimorfoniikleer hiicreler,
monositler ve kondrositler de ifade edilir ve T hiicrelerinde aktiftir (Feldmann ve ark.,
2002). Bu genin iriinii olan kriyopirin bir amino-terminal pirin bdlgesi, merkezi bir
konumda olan niikleotid baglanma oligomerizasyon bdlgesi (NOD, NACHT) ve birden
fazla karboksi-terminal LRR bolgesi icerir. Kriyopirin sitozol’de lokalizedir ve PRR
olarak gorev yaptig1 diisiiniilmektedir. Memeliler de en iyi tanimlanmig PRR’ler toll-
like reseptorlerdir ve bunlar ekstraseliiler LRR’leri aracilig1 ile PAMP’lar1 tanir (Takeda
ve ark., 2003).

Kriyopirin, memeli PRR’lerinin bagka bir smifina aittir ve bitkilerde hastalik
direnci ile iliskili NOD-LRR proteinleri (NLR) ile homologdur. Insan genomunda
20°den fazla NLR kodlayan gen belirlenmistir ve bunlarin ¢ogu amino-terminal
bolgesinde CARD veya PYD boélgesine sahiptir (Fujisawa ve ark., 2007).

NLR ailesinin diger bir¢ok iiyesi kaspaz-1 aracili IL-1B’nin olgunlasmasini
uyarir ve bu da bu molekiillerin immiin yanit icin sitoplazmik reseptor olarak islev
gordiigiini diistindiirmektedir. NF-kB diizenlenmesindeki goérevinin yan sira kriyopirin,
kaspaz-1’in aktivasyonunu saglar ve ASC olarak adlandirilan adaptor protein araciligi
ile biyolojik olarak aktif olan IL-13’nin olusmasini saglar (Dowds ve ark., 2004; Caorsi
ve ark., 2013). Sekil 11°de kriyopirinin PYD ve NBD bdlgeleri inflamazom olarak
adlandirilan kompleks yapida, post-translasyonel sitokin islenmesini diizenleyen

protein-protein etkilesimine katilir (Ting ve ark., 2006).
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Sekil 11. Kriyopirin’in etki mekanizmasi. Kriyopirin, transkripsiyon ve translasyon sonrasi diizeyde
sitokinleri diizenler. Kriyopirin korunmus 3 bolge igerir; -pirin bdlgesi (PYD), -niikleotid
baglanma bdlgesi (NBD), -10since zengin tekrar (LRR) bolgesi. a) CARDINAL (CARD-
inhibitor of nuclear factor-kB-activating ligand) veya CARD 8’in FIIND (function-to-find)
bolgesi ile NBD bolgesinin etkilesimi sirasinda ASC’nin pirin bdlgesi ile kriyopirinin bolgesi
etkilesmektedir. Bu etkilesim CARD bolgesinin iliskisine ve kaspaz-1’in aktivasyonuna izin
verir. Bu da pro IL-1B aktivasyonu ile sonuglanir ve olgun form olan IL-1B olusur. b)
Kriyopirin’nin LRR bdlgesi NBD bolgesi ile kendi kendine etkilesir ve CARDINAL ile
etkilesimleri engellenir. Bu durum inflamazom aktivasyonunun engellenmesine yol
agmaktadir. Kriyopirin’nin NBD boélgesindeki mutasyonlar1 inflamazom aktivasyonunda artisla

sonuglanabilir (Ting ve ark., 2006).

Kriyopirin mutasyonlarma sahip bazi hastalarda diizensiz sitokin iiretimi
gozlenmektedir. Pirin gibi kriyopirin de ASC ile etkileserek sitokin iiretimini aktive
eder ve IL-1f tiretimini artirir. Kriyopirin ile ASC’nin etkilesimi ayn1 zaman da apoptoz
ve NF-kB aktivasyonuna yol agmaktadir. NF-kB, sitokinler, kemokinler, adhezyon
molekiilleri ve akut faz reaktanlar1 gibi c¢esitli genlerin transkripsiyonel aktivatorii
olarak apoptoz ve inflamasyonun dnemli bir diizenleyicisidir ve derinin normal geligimi

ve homeostazisinde 6nemli rolii vardir (Shinkai ve ark., 2005).
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2.5.4. Klinik Ozellikleri ve Tam

CAPS c¢ogu durumda erken ¢ocukluk doneminde ortaya c¢ikmaktadir.
Hastaligin erken baslangichi olmasi CAPS i¢in giiclii bir gostergedir. Hastalik nadir
gozlenir ve hafif belirtilere sahip bazi hastalarda CAPS tanisi genellikle gecikmektedir.
Taninin dogru bir sekilde konulmas: etkili tedavi yonteminin uygulanabilmesi icin
onemlidir. Klinik olarak hastalik belirtileri gozlendigi durumlarda molekiiler genetik
testler ile NLRP3 genindeki mutasyonlarin belirlenmesi taniyr dogrulamaktadir
(Kuemmerle-Deschner ve Haug, 2013).

NOMID/CINCA sendromu nadir gozlenen ve erken baslangicl otoinflamatuar
bir hastaliktir. Bu sendrom MWS ve FCAS ile birlikte CAPS’in ¢ klinik
semptomundan en siddetli formudur. NOMID, neonatal baslangicl iirtiker benzeri deri
dokiintiisii, tekrarlayan ates ataklari, kronik aseptik menenjit, mental reterdasyon, isitme
kaybi, gorme bozukluklar1 gibi merkezi sinir sistemi tutulumu, deri belirtileri, kronik
inflamatuar artropati ve lenfadenopati ile karakterizedir (Kanariou ve ark., 2014).
FCAS, soguga maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikan kisa siireli ates ataklari, iirtikeryal
dokiintii ve atralji ile karakterizedir. MWS ise ¢ocukluk ¢agindan itibaren ortaya ¢gikan
iirtiker benzeri dokiintiiler, ates, titreme, halsizlik, ekstremite agrisinin tekrarlayan
ataklar1 ile karakterizedir ve ilerleyen agsamalarda isitme kayb1 ile amiloidoz
gozlenebilmektedir (Caorsi ve ark., 2013).

CAPS’li hastalarda serum amiloid A ve C-reaktif proteinin miktarinda artis ile
ortaya cikan sistemik inflamasyon gozlenir ve bu inflamasyon inflamatuar sitokinlerin

diizensizligi ile iligkilendirilmistir (Aksentijevich ve ark., 2002).

2.5.5. Tedavi

CAPS’de IL-1B’nin onemli bir rol istlendiginin anlasilmasiyla hastalik,
anakinra gibi IL-1 bloke edici ajanlar, ¢oziilebilir IL-1 reseptorii (rilonacept) veya
monoklonal antihuman IL-1f (canakinumab) ile tedavi edilerek kontrol altina

almabilmektedir (Kanariou ve ark., 2014; Rubartelli, 2014).
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2.6. Tiimér Nekroze Edici Faktor Reseptor ile iliskili Periyodik Ates
Sendromu (TRAPS; OMIM 142680)

2.6.1. Tanmm

Otozomal dominant periyodik ates sendromlar1 agiklanamayan ates ve lokalize
inflamasyon ataklari ile karakterizedir ve 55 kDa’lik tiimor nekroze edici faktor (TNF)
reseptdr geninde meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu hastaliklar bunlarin bir
grubunu olusturmaktadir (McDermott ve ark., 1999).

IIk olarak 1982°de Iskogya ve irlanda’da genis bir aile de tanimlanan ve
baslangicta Ailevi Hibernian (Latincede “’Irlandalr’’ anlaminda) Atesi olarak
adlandirilan hastalik tekrarlayan ve genellikle uzun siireli ates ve atese eslik eden
siddetli karin agrisi, plorezi, artrit, cilt kizarikliklari, monositik fasciitis (fasya iltihabi)
ve/veya periorbital 6dem ile karakterizedir (Williamson ve ark., 1982; Seth ve ark.,
2009) ve klinik bulgular biiyiik bir degiskenlik gdstermektedir (Cosan ve ark., 2013).
Fakat bu otozomal dominant hastaligin genetik temeli ancak 1998 de kesfedilmis ve
TNFRSF1A geni tarafindan kodlanan TNF reseptor 1 (TNFR1) ile olan iligskisinden
dolayr hastalik, TNF reseptor-iligkili periyodik sendrom, TRAPS (OMIM # 142680)
olarak adlandirilmistir (Aksentijevich ve ark., 2001).

TNFRSF1A4 geninde, hastalifa neden olan 100‘ln iizerinde mutasyon varligi
bilinmektedir ve otozomal dominant olarak kalitilir. Sistein amino asitlerini etkileyen
varyantlari, daha siddetli hastalik fenotipi ve amiloidoz gelisimi i¢in daha yiiksek bir
risk ile iligkilendirilmistir (Aksentijevich ve ark., 2001; Almeida de Jesus ve Goldbach-
Mansky, 2013).

Mutasyon sonucu bu reseptoriin hiicre membranina translokasyonunda olusan
sorun sonucunda protein, endoplazmik retikulum i¢inde birikerek endoplazmik
retikulum stresine yol acgar. Baglangicta hastalik etanercept ile tedavi edilmis fakat
tedavi oranindaki azlik nedeniyle daha sonra inflamasyonun kontroliinde anakinra ile
yanit almmigstir. Bu nedenle TRAPS, IL-1 aracili hastalik olarak kabul edilmektedir
(Simon ve ark., 2004; Gattorno ve ark., 2008).
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2.6.2. Hastalik ile iliskili Gen

Hastalik, TNF reseptorl’i (TNFRSF1A4, p55 ve CDI120a olarak da bilinen
TNFR1) kodlayan TNFRSFIA genindeki dominant kalitilan heterozigot mutasyonlar
sonucu olusur (McDermott ve ark., 1999).

Iskogya/Avustralya ve Iskogya/irlanda kokenli aileler ile yapilan iki farkh
caligmada hastaliktan sorumlu gen bolgesi 12p13 olarak belirlenmistir ve 1999 yilinda
uluslararasi bir arastirma konsorsiyumu tarafindan, hastaliktan sorumlu gen, *‘“Timor
Nekroze Edici Faktor (TNF)’’ i¢in hiicresel reseptdr proteinini kodlayan TNFRSFIA
olarak tanimlanmistir (McDermott ve ark., 1999).

INFEVERS veritabanina gore (http:/fmf.igh.cnrs.fr/infevers, 2015), bugiine
kadar en az 145 farkli TNFRSF1A4 dizi varyant1 tespit edilmistir. TNFRSFIA geni 10

ekson ve 13339 niikleotidden olusur ve mutasyonlarin ¢ogu, ekson 2, 3, 4 ve 6°da tek
niikleotid degisimi sonucu olusan yanlis anlamli mutasyonlardir (Rezaei, 2006). Bu
mutasyonlardan biri intron 3°de splice site bolgesini degistirir. Daha yakin zamanlarda
iki delesyon (D42del, H69fs) ayn1 zamanda raporlanmistir (Stojanov ve McDermott,
2005). Sekil 12°de gosterildigi gibi, TRAPS iliskili mutasyonlar, 6zellikle reseptoriin
hiicre dis1 bolgesini etkiler ve ¢ogu, amiloidoz riski en yiiksek olan ve en siddetli
hastalik fenotipi ile sonug¢lanan sistein amino asitlerini etkiler (Masters ve ark., 2009).
Hiicre dis1 (ekstraseliiller) bolgede bulunan mutasyonlarin disindaki bir mutasyon,
transmembran bdlgesine bitisik olan Asnl72 ve Val 173 arasinda reseptor kirilma
bolgesine yakin olan I170N mutasyonudur (Kriegel ve ark., 2003). TRAPS ile iliskili
sistein mutasyonlarinin, reseptor proteininin 92. pozisyonundaki arjinin amino asitinin
glutamin amino asitine doniismesine neden olan R92Q mutasyonu simdiye kadar
tanimlanmis olan TNFRSFIA geni mutasyonlar1 arasinda TRAPS hastalarinda en sik
gbzlenen mutasyondur (Hull ve ark., 2002).
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Sekil 12. TNFR1’de dominant kalitilan yanlis anlamli mutasyonlar TRAPS’e neden olur. Hastaligin,
proteininin ekstraseliiler bdlgesindeki ilk iki sisteince zengin bolgedeki hemen hemen biitiin
sistein amino asitlerini etkiledigi bilinmektedir (kirmizi). Bu mutasyonlar, proteinin yanlis
katlanmasina neden olabilmektedir ve bunlardan en az iksi (I170N ve V173D) ektodomainin
ayrilmasini etkileyebilir. Bu da reseptoriin ¢oziiniir formunun olusmasina neden olur. P46L ve
R92Q (mor) muhtemelen fonksiyonel polimorfizmlerdir ve etkilenmeyen bireylerde de

gozlenebilir (Masters ve ark., 2009).

Gen 455 amino asitlik reseptdr proteinini kodlamaktadir. Bir membran
glikoproteini olan TNFRSF1A4’da ilk 29 amino asit sinyal peptidini, sonraki 182 amino
asit hiicre dig1 bolgeyi, sonraki 21 amino asit transmembran bdlgeyi ve en son 223

amino asitlik kismi ise hiicre i¢i bolgeyi olusturur (Kastner, 2005).

2.6.3. Patogenez

TNF-a, hiicre i¢i patojenlere karsi konak savunmasinin saglanmasinda ve
inflamasyonun yonetilmesi esnasinda, IL-1B, IL-6 gibi diger inflamatuar sitokinlerin
sentezini uyaran, lokositleri aktive eden, adhezyon molekiillerinin ifadesini arttiran,
apoptozisi diizenleyen major inflamatuar sitokindir (Karatay ve Melikoglu, 2007). Aktif
makrofaj, monosit, lenfosit, polimorfoniiklear 16kosit ve endotel hiicreleri tarafindan bir
transmembran proteini olarak sentezlenir ve TNF-a- doniistiiriicii (converting) enzim
(TACE) ile proteolitik ayrilma sonucu ¢oziiniir TNF’ye dontisiir (Stjernberg—Salmela,
2008).

Inflamatuar yanit i¢in énemli bir arac1 molekiil olan TNF, hiicre i¢i patojenlere

kars1 ana savunma, 16kosit aktivasyonu, sitokin salgilanmasinin uyarilmasi ve adhezyon
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molekiillerinin ifadesinde artig da dahil olmak {izere farkli etkilere sahiptir (McDermott
ve ark., 1999; Stojanov ve McDermott, 2005). Bu sebeple TNF’nin {iretimi ve sinyal
yolagindaki herhangi bir hasar, otoinflamatuar diizensizliklere neden olur (Stojanov ve
McDermott, 2005).

TNF-a i¢in bilinen iki reseptorden biri olan TNFRSFIA, viicutta yaygin bir
sekilde bir¢ok hiicre tipinde ifade edilir ve kromozom 12 p’de yer alir. Diger reseptor
olan TNFRSF1B (p75, TNFR2, CDI120b) temel olarak Iokositler ve endotel
hiicrelerinde ifade edilir ve kromozom 1p’de yer alir (Hull ve ark., 2002; Stojanov ve
McDermott, 2005). TNF-o biyolojik islevini biiyiikk oranda 7NFRSFIA ile
gerceklestirmektedir (Stjernberg—Salmela, 2008).

TNF sinyalinin ana bileseni olarak TNFRSFIA dort tane sistein acgisindan
zengin (CRD, cystein rich domain) hiicre dis1 bolge, transmembran bdlgesi ve bir de 70
amino asitlik hiicre i¢i 6liim bolgesi (DD, Death domain) iceren bir zar proteinidir.
Intraseliiler bdlgeler, hiicre dliimii ve hayatta kalmay: baslatmak iizere farkli sinyal
molekiilleri kullanirken dort tane sisteince zengin bolgeden olusan ekstraseliiler bolge
TNF’ye baglanir (Sekil 13) (Rezaei, 2006; Stojanov ve McDermott, 2005). Oliim
bolgesi genis bir yangi sitokin grubunun aktivasyonunu ya da hiicre Oliimiinii
indiikleyen NF-xB’yi harekete gecirmek icin sinyal gonderen protein-protein etkilesim
bolgesidir (Galon ve ark., 2000, Masters ve ark., 2006).

Her CRD bolgesi, TNF reseptdr protein siiper ailesinde iyi bir sekilde
korunmus olan ii¢ tane sistein—sistein disiilfit bagi icermektedir. TRAPS mutasyonlar1
agirhikli olarak, hiicre dis1 CRD bdlgesinde bulunur ve bir¢ok olguda disiilfit baglarina
katilan sistein amino asitlerini etkileyerek en yiiksek amiloidoz riskine sahip olan
hastalik tablosuna neden olmaktadir (Masters ve ark., 2006).

TRAPS’in altinda yatan temel mekanizmalar;

-Aktif TNFRSFIA’nin hiicre dist bdlgesinin hiicre yiizeyinden ayrilmasinda
azalma (azalmig ‘ayrilma—shedding’ mekanizmasi),

-TNFRSFIA’nin hiicre ylizey ekspresyonunda azalma ve bu azalmaya bagh
olarak, TNF baglama kapasitesinde azalma

-Mutant TNFRSF 1A’ nin hiicre i¢i tutulumu.

Bu mekanizmalar ile apopitoz, yangi ve transkripsiyon faktor aktivasyonunun

anormal tetiklenmesinin gergeklestigi diisiiniilmektedir (Stjernberg—Salmela, 2008).
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Sekil 13. TNF reseptor siiper ailesinin fonksiyon ve yapisi (CRD: Sisteince zengin bolge) (Rezaei, 2006).

TNFRSF1A’nin ekstraseliiler bolgesi reseptdr aktivasyanundan sonra hiicre
membranindan ayrilabilir. Bu ayrilma mekanizmasi sonucu plazma iginde ¢oziinebilir
reseptorlerin bir havuzu olusur ve bu da inflamatuar yanit1 zayiflatabilir. Bu nedenle,
TNFRSF14 mutasyonu olan hastalarda reseptorlerin plazma icine diisiisii (shedding)
azalir (McDermott ve ark., 1997; Hull ve ark., 2002; Huggins ve ark., 2004; Stojanov ve
McDermott, 2005)

Hastalikk, TNFRSFIA genindeki yanlis anlamli mutasyonlar sonucu olusur.
Bozulmus reseptor bulagmasi, hiicre ylizeyine yakin hatali intraseliiler reseptdr, anormal
hiicre yiizeyi ekspresyonu ve anormal ligand baglanma, TNF, IL-1 ve IL-6 nin artan
iretimi ile TNF-bagimsiz hiicre aktivasyonundaki bozulma, degisen NF-kB yolu,
mitojenle aktive olmus protein kinazlarin artan aktivasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin
fazla iiretimi gibi bircok nedenle TNFR1’in yapis1 ve stabilitesinin degismesi hastaliga

yol agabilir (Rigante ve ark., 2014).

2.6.4. Klinik Ozellikleri ve Tam

TRAPS’in klinik belirtileri ¢ocukluk ve ergenlik doneminde (ortalama 10. yas),
daha sik baglar fakat hastaligin baslangic yasi 1 ile 63 yil arasinda degisebilir.
TRAPS’de ates ataklarmin ortalama uzunlugu 14 giin civarindadir, fakat birkag¢ hafta da



stirebilir. Siklikla karin agris1 ates ataklari ile birlikte ( %77) gozlenir. FMF hastalarina
benzer olarak siddetli karin agrismin ani baslangict yanlis taniya neden olur ve karin
agrist olan hastalarin yaklasik iicte biri karin operasyonu gecirir (Almeida de Jesus ve
Goldbach-Mansky, 2013).

Inflamasyon, TRAPS hastalarinda hemen hemen her zaman goriilebilir,
(asemptomatik periyotlarda bile). Klinik tablo degiskendir ve bir ay boyu siiren ates
ataklari, diger HAID’den farkli, spontan olarak veya mindr tetiklemelerden sonra
meydana gelen cildi, kassal, eklemsel, karinla ilgili ve okular klinik tablolar ile
karakterizedir (Cantarini ve ark., 2012). Tekrarlayan perikardit gdsteren hastalarda
ailede pozitif perikardit gecmisi ve kolsisine zayif yamit T7NFRSFIA gen
mutasyonlariin olast varliginin ipuglaridir (Cantarini ve ark., 2012). Klinik fenotip ile
iliskilendirilen yaklasik 145 TNFRSFIA varyant1 belirlenmistir. P46l ve R92Q gibi
diisiik penetrans gosteren varyasyonlar daha diisiik amiloidoz riski ve daha ilimli klinik
fenotip ile iliskilendirilmigtir ( Ravet ve ark., 2006).

TRAPS’de diger yaygin gozlenen belirtiler arasinda eklem agrilar1 veya artrit
(%51) ve plorezi (%32) vardwr. Diger nadir bildirilen 6zellikler ise skrotal agri,
perikardit, faranjit ve servikal lenfadenopatidir (Stojanov ve McDermott, 2005). Ates
ataklar1 sirasinda laboratuar sonuglarinda akut faz reaktanlarinda (ESH, CRP ve SAA)
art1g, lokositoz ve trombositoz gbzlenmektedir. Hastaligim siddetine gore, inflamatuuar
belirtecler semptomsuz donemlerde artmis olarak kalabilir ve boyle siddetli vakalarda
kronik normokrom normositer anemi yaygindir. TRAPS’in kesin tanist icin TNFRSF 1A
genindeki mutasyon varligmi belirlemek zorunludur ( McDermott ve ark., 1999).

Amiloidoz, TRAPS’in en ciddi komplikasyonudur ve uygun sekilde tedavi
edilmeyen sistein kodonlarmin etkilenmedigi mutasyonlu hastalar %2’sinde ve sistein
kodonunda mutasyon tasityan hastalarin %24’tinde meydana gelebilir. ABD kohortunda,
TRAPS’li hastalarin %14’iinde amiloidoz mevcuttur ve bunlarm %93’ sistein

kodonlar1 mutasyonu tagir (Aksentijevich ve ark., 2001).

2.6.5. Tedavi
Otoinflamatuar sendromlarin tedavisi, Oncelikle akut ataklarin baskilanmasini,
sonra da atak sikligmi ve siiresini azaltmayi, ayrica amiloidoz gibi ciddi kalic1 organ

tutulumlarint 6nlemeyi amaglamaktadir (Bulua ve ark., 2012). TRAPS‘de akut atak
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sirasindaki agr1 ve yangimin kontrol altina alinmasinda glukokortikosteroidler oldukga
etkilidir. TRAPS atagiin baslangicinda verilen kortikosteroidler atagin uzunlugunu ve
siddetini azaltir, fakat atak sikligma etkisi yoktur. Anti-tlimor nekroz faktdr inhibitorii
etanercept, hastalik aktivitesini azaltabilir ve kortikosteroid dozajnin azalmasini
saglayabilir (Cantarini ve ark., 2010). Diger bir tedavi alternatifi, yine yangisal bir
sitokin olan IL—-1B’y1 bloke etmek icin kullanilan IL—1f reseptdr antagonisti olan
anakinradir. FMF’de kullanilan temel tedavi olan kolsisinin, TRAPS’de semptomlar
tizerindeki etkisinin minimum diizeyde oldugu bildirilmistir (Karatay ve Melikoglu,
2007).

2.7. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor Geni (VEGF)

Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri siiper ailesinin iiyesi olan vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ailesi endotel hiicreleri i¢cin 6zgiildiir ve 6nemli
etkileri vardir. Viicutta hem fizyolojik olaylarda hem de tiimdr biiylimesi ve
yayilmasini da igeren patolojik bir¢ok hastalikta rol oynar (Bikfalvi, 2004).

VEGF’nin segici olarak endotel hiicrelerinde mitojenik etki ile damar
gelisimini uyarmasinin yani sira morfogenez ve kemotaksisde de onemli roller
iistlendigi bilinmektedir (Bikfalvi, 2004). Anti-apoptotik proteinlerin sentezinin artmasi
veya anti-apoptotik sinyal yollarmin aktivasyonu ile yeni damar olusumunda oldukca
onemli rol oynar (Centola ve ark., 2000).

Bir dizi sitokin, hormon ve biiylime faktorii ¢esitli hiicre tiplerinde VEGF
mRNA ekspresyonunu artirir. VEGF mRNA ifadesinin uyarilmasi, epidermal biiyiime
faktorli, Transforming biliylime faktorii-B (TGF-B) veya keratinosit biiylime faktorii
kontroliindedir. Epidermal biiylime faktorii, kiiltiire edilmis glioblastoma hiicreleri
tarafindan VEGF salinimin1 uyarir. Ayni zamanda, TGF-f ile epitelyum ve fibroblastik
hiicre hatlariin hareketsiz kiiltiirlerinin muamelesi VEGF mRNA’nin indiiksiyonu ve
mediumda VEGF proteininin salmmmasi ile sonuglanir. Hem IL-1a hem de prostaglandin
E2’nin, kiiltire edilmis sinoviyal fibroblastlarda VEGF’nin ekspresyonuna neden
olmalar1  onlarin inflamatuar  anjiyogenezine uyarict olarak  katildiklarini
diistindiirmektedir. IL-6’nin ¢esitli hiicre hatlarinda VEGF ekspresyonunu 6nemli
Ol¢iide uyardig1 gosterilmistir (Ferrara, 1999).

VEGF-VEGEFR sistemi, anjiyogenez ve lenfanjiyogenez ile yakindan iligkilidir.

VEGFR1, monositler gibi makrofaj grubundan hiicrelerin membrani iizerinde iyi ifade
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edilir ve bu hiicrelerin sitokin/kemokin iiretimi ve gocii igin onemli olan sinyalleri
iletirler. Bu VEGFI1-makrofaj ekseni, cesitli dokularda goriiniiste non-inflamatuar ve
inflamatuar yanitlar1 uyarir ve proanjiogenesis araciligi ile tiimor biiylimesi, timor
metastazi, lenfanjiyogenez, artrit ve ateroskleroz gibi hastaliklar1 tesvik eder. VEGFR1
bagimli inflamatuar ve non-inflamatuar reaksiyonlar, tam uzunlukta (full-length) ve
VEGFR1’in ¢0ziiniir formlar1 arasinda gen ifadesinin dengesi ile diizenlenir. Birlikte ele
alindiginda bu veriler, VEGF-VEGFR sinyali, inflamasyon dahil olmak iizere cesitli
hastaliklarin bastirilmast i¢in 6nemli bir hedef oldugunu gostermektedir (Shibuya,
2015).

Insan VEGF geni 7 introndan olusur ve kromozom 6p21.3’de lokalizedir.
Molekiil agirligi 45 kDA olan bu sitokini kodlayan gen 14kb’lik bir transkript kodlar
(Tischer ve ark., 1991; Brogan ve ark., 1999; Ferrara, 1999; Renner ve ark., 2000;
Gunesacar ve ark., 2008;). Bu transkriptten alternatif splicing ile en az bes VEGF
kodlanabilir. Bunlar sirasiyla 121, 145, 165, 189 ve 206 amino asit igeren VEGF),
VEGF 45, VEGF¢s5, VEGF39 ve VEGF,0s’dir (Ferrara, 1999). VEGF geninin ¢esitli
fonksiyonel polimorfizmlerinin diisiik veya yliksek VEGF protein iiretimi ile iligkili
oldugu tespit edilmistir (Brogan ve ark., 1999). VEGF geninin 936. pozisyonunda 3’
UTR bolgesinde C/T polimorfizmiyle ilgili olarak, T aleli tasityanlarda tasiyici
olmayanlara gére VEGF plazma seviyelerinin daha diisiik oldugu gdsterilmistir (Renner
ve ark., 2000).

VEGF, endotel hiicre proliferasyonu, lokosit kemotaksisi ve adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu uyaran bir sitokindir ve ayni zamanda vaskiiler
gecirgenligin onemli bir mediatoriidiir (Ferrara, 1999). Farkli dokulara 16kosit gdgiine
neden olan inflamatuar reaksiyonlar1 giiclendirir. VEGF’ nin notrofillerde dogrudan
aktive oldugu gosterilmistir ve inflamasyon sirasinda 16kositlerin akut istihdamini tesvik
edebilir (Zittermann ve Issekutz, 2006).

Ailesel akdeniz atesi’nde akut inflamasyonda yer alan ana hiicre grubunun
notrofiller oldugu ve bu hiicrelerde VEGF’nin roliiniin énemli oldugu bilinmektedir
(Gunesacar ve ark., 2008). Bu nedenle yaptigimiz calismada, VEGF geni 936C/T
polimorfizminin genotip ve alel frekansini belirleyerek FMF’de klinik ozelliklerin

olusumunda fonksiyonel roliinii arastirmay1 amacgladik.
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2.8. Insan Kopiiksii Viriisii (Human Foamy Viriis, HFV)

Kopiiksii viriisler (Foamy viruses, FV), 1954 yilinda Enders ve Peebles
tarafindan maymun bdbrek kiiltiirii hiicrelerinden elde edilmis olan ilk retrovirtislerdir
(Enders ve Peebles, 1954) Spumaviriisler olarak da bilinen FV’ler Retroviridae
familyasinin bir alt familyasina aittir. Bu viriisler insan, maymun, sigir, kedi ve at gibi
diger memelilerde yaygin olarak gozlenmektedir (Hu ve ark., 2014). FV patojenitesini
belirlemek i¢in yapilan birka¢ ¢alisma bu viriislerin patojenik olduklarin1 gostermistir
(Weiss, 1988). Yanlislikla bulagmig laboratuar ¢alisanlarinin varligi, insanlarin FV’ler
tarafindan enfekte olabilecegini gOstermistir, fakat insandan insana bulag
raporlanmamustir.

Bu retroviriislerden biri olan insan kopiiksii virlisii (human foamy viriis, HFV)
1971 yilinda Achong ve ark. tarafindan Kenya kokenli, nazofarenks karsinomlu bir
hastanin lenfoblastoid hiicrelerinden izole edilmistir (Achong ve ark., 1971; Lee ve ark.,
1998). Daha sonraki yillarda HFV’ler toksik ensefalopati, kronik miyeloid 16semi ve
bazi tiroit hastalig1 olan hastalardan da izole edilmistir (Wick ve ark., 1992; Lee ve ark.,
1998). Anti-HFV antikorlari, DeQuervain tiroidi, nazofarenjal karsinoma, amiyotrofik
lateral skleroz ve multiple skleroz olan hastalarda tespit edilmistir. Ayrica graves
hastalig1 ve miyastenia gravis olan hastalarda, periferal lenfositlerde polimeraz zincir
reaksiyonu ile bu viriis i¢in pozitif bulgular gosterilmistir (Sun ve ark., 2006).

Retroviriis enfeksiyonlarinin otoimmiin romatizmal hastaliklar icin olas1
etiyolojik faktorlerden biri oldugu ifade edilmesine ragmen temel etken olarak insan
immiin yetmezlik virlisii (human immunodeficiency virus, HIV) gibi Lentivirinae ve
insan T-hiicresi 16semi virlisii (human T-cell leukemia virus, HTLV) gibi Onkovirinae
iiyeleri gosterilmistir (Sun ve ark., 2006). Bununla beraber Spumavirinae’nin bir iiyesi
olan HFV varligi myastenia gravis’li hastalar da raporlanmistir (Melering ve Linial,
2001). Bu veriler HFV’nin otoimmiinite de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

2012’ye kadar yapilan ¢aligmalar cogunlukla insan ya da maymun epitel hiicre
hatlar1 kullanilarak yapilmigtir. O yillara kadar virlise karst insan hematopoietik
hiicrelerin olusturdugu tepki bilinmemekle beraber Rua ve ark., FV’lerin insan
hematopoetik hiicrelerinde tipl interferon (IFN) yanitini tetikledigini ve dogal immiin

yanit1 indiikledigini gostermistir (Rua ve ark., 2012).
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HFV’nin genom organizasyonu ve niikleotid dizi analizi HIV ve HTLV ile
onemli bir benzerlik gostermektedir. HFV genomu gag, pol ve env olmak iizere ii¢
onemli retroviral gen igerir. Bunlarin diginda, env geni ve 3’ uzun tekrarlayan terminal
dizi (long terminal repeat, LTR) arasinda lokalize olan, en az dort agik okuma
cergevesine (ORF) sahip, bell (tas), bel2, bel3 ve bet olarak adlandirilan
transaktivasyon proteinlerini kodlayan baska genler de igerir (Sekil 14) (Rethwilm ve
ark., 1991; Yu ve Linial, 1993).

Bel-1 agik okuma gercevesi tarafindan kodlanan ve diizenleyici protein olan
viral Bel-1 transaktivatOr proteininin insan, maymun, fare ve kuslardan elde edilen hiicre
hatlarinda etkili olarak islev gosterdigi ifade edilmistir. Bel-1’in hiicre ¢ekirdeginde
fakat ¢ekirdekeigin disinda lokalize oldugu tespit edilmistir (Keller ve ark., 1991). Bel-
1 gen irini LTR’nin ydnlendirdigi transkripsiyon i¢in bir transkripsiyonel
transaktivator olarak tanimlanmistir ve viral replikasyon ile gen ekspresyonu igin
gerekli oldugu gosterilmistir. LTR ve internal promotdrlerden transkripsiyon igin
zorunlu olmasindan dolay1 bel 1 enfeksiyon i¢in 6nemlidir (Lochelt ve ark., 1993). Bel-
1 ve bet genlerinde meydana gelen bir delesyon HFV’nin enfektivitesini dnlemektedir
(Lochelt ve ark., 1991). HFV bel bolgesini tasiyan transgenik fareler de merkezi sinir
sistemi ve c¢izgili kaslarda ilerleyici dejeneratif hastalik gelistigi bildirilmistir ve bu
hayvanlarin 4-6 hafta icinde o6ldiikleri raporlanmistir. Transgenin ifadesi yapisal hasar
ve inflamatuar reaksiyonlar ile iliskilendirilmistir. Hastaligin olusmasinda HFV
proteinlerinin dogrudan etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu bulgular, viriisiin
insanlarda patojenik potansiyeli olabilecegini gostermektedir (Bothe ve ark., 1991).

FV’lerin molekiiler klonlamas1 sonucu retroviriisler arasinda en uzun genoma
sahip olduklar1 bulunmustur. HFV genomu, 11.67 kb uzunlugunda dogrusal RNA’ya
sahiptir ve ters (revers) transkriptaz ile olusan ¢ift zincirli DNA genellikle konakg1
hiicreye entegre olmaz. Diger retroviriislerde oldugu gibi entegre olmamis viral DNA
birikiminin FV enfeksiyonu sonrasi goriilen sitopatik etkilerden sorumlu olabilecegi
diistiniilmiistir. HFV’nin genomik yapis1 diger kompleks retroviriis genomlar: ile

benzerlik gostermektedir (Saib ve de The, 1996).
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Sekil 14. HFV genom organizasyonu. Kodlayic bolgeler koyu ¢izgiler ile kodlayici olmayan bolgeler ise

ince gizgiler ile gosterilmistir. (Lindemann ve Rethwilm, 1998).

Cin’de yapilan bir calismada HFV ve otoimmiin romatizmal hastaliklar
arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in, progresif sistemik skleroz (PSS), romatoid artrit
(RA) ve sistemik lupus eritramotozus (SLE) hastalarinda HFV ‘nin varligi Bel-1 duyarli
indikator hiicre hatt1 ve PCR teknikleri kullanilarak incelenmis ve sonugta romatizmal
hastalig1 olan bu hastalarda HFV bell geni ve proteininin ekspresyonunun yiikseldigi
gosterilmistir (Sun ve ark., 2006). Japonya’da yapilan bagka bir calismada da ¢alisilan
iic FMF hastasinin hepsinin HFV ile enfekte oldugu gosterilmistir (Tamura ve Kira,
1995).

Enflamasyonun kontroliinden sorumlu olan mekanizmalardaki degisimler
patolojik olaylarla iliskilendirilmistir. Inflamatuar siire¢, siki bir sekilde kontrol
edilmektedir ve IL-1p bu siirecte olduk¢a onemli bir rol oynamaktadir. IL-1 {iretimi,
iki sinyal sonucu gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi; TLR gibi PRR’lerden biri
tarafindan aktive olan NF-kB’nin aracilik ettigi transkripsiyonel aktivasyon, ikincisi ise;
inflamazom olarak adlandirilan sitoplazmik kompleks tarafindan uyarilan ve pro-
kaspaz-1’in aktivasyonu ile sonu¢lanan proteolitik olgunlasma (Hernandez ve ark.,
2014). Bugiine kadar NLRP3, AIM2, IFI-16 ve RIG-I-bagimli inflamazomlarin viral
enfeksiyonlar esnasinda aktive olduklar1 bilinmektedir (Gram ve ark., 2012). Cesitli

virlisler, kaspaz-1’in aktivasyonu araciligi ile IL-1p salgilanmasini uyararak NLRP3
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inflamazomunun antiviral bagisiklik yanitindaki potansiyel roliinii artirmaktadir. Son
donemlerde yapilan ¢alismalarda HIV-1’in saglkli dondrlerden alinan dendritik
hiicrelerde NLRP3, IL-1P ve kaspaz-1’in mRNA ekspresyonunu uyardig: bildirilmistir
(Hernandez ve ark., 2014). Yine yapilan farkli ¢aligmalarda da RNA viriislerinin
NLRP3 inflamazomunu aktive ettigi ifade edilmistir. Ensefalomiyokardit wviriisii
(EMCV) ile vezikiiler stomatit virlisiiniin (VSV), NLRP3 bagmmli IL-1B salinmasini
uyardigi raporlanmistir (Rajan ve ark., 2011). FMF, IL-1B regiilasyonundaki
diizensizliklerin neden oldugu otoinflamatuar bir hastaliktir. RNA viriislerinin IL-13
salinmasini uyarmasi ile iligkili olarak, bir RNA viriisii olan HFV’lerin bu mekanizma
aracilig1 ile FMF’in klinik 6zelliklerinin olusumunda etkili olabilecegi diisiiniilebilir.

Bununla beraber Influenza virlisii, Sendai viriisii, hepatit C virlisi ve
adenovirlis gibi c¢esitli viriislere karsi dogustan gelen bagisiklik yaniti, inflamazom
aktivasyonu yoluyla IL-1 iiretimi ile gerceklestirilmektedir. Inflamazom, PAMP veya
DAMP’lar1 algilayan sitozolik bir kompleksdir ve pro-IL-1f’nin IL-1B seklinde
olgunlagmasin1 saglayan kaspaz-1’in aktivasyonunu uyarmaktadwr. Makrofajlar,
mikroglia hiicreleri ve astrositlerde IL-1B nin ekspresyonunun bir retroviriis olan Insan
T-lenfotropik viriis-1 transaktivator proteini ile tetiklendigi bildirilmistir (Kamada ve
ark., 2014).

FMF, kalitsal bir hastalik olmasmma ragmen klinik olarak hastalik belirtileri
gosterdigi halde en yaygin gézlenen MEFV gen mutasyonlarindan higbirini tasgimayan
birgok hasta vardir. Bu nedenle bu hastaligin olusumunda genetik etmenlerin diginda
patolojik faktorlerin de etkili olabilecegini ve inflamazomlarm viral enfeksiyonlar
esnasinda aktive oldugunu ifade eden farkli calismalar vardiwr. Bu c¢alismalar
dogrultusunda ve Japonyada yapilan ¢alismada iic FMF hastasinin ii¢liniin de HFV ile
enfekte oldugunun bildirilmesi lizerine biz de HFV’nin FMF’in klinik semptomlarmin

olusumundaki etkisini incelemeyi amacladik.
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FMF otozomal resesif gecisli bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Hastalarin
yaklasik %25’ sadece bir MEFV geni mutasyonu tagimalarina ragmen %10-20’si
herhangi bir MEFV geni mutasyonu tagimamaktadir. FMF tanis1 dncelikli olarak klinik
kriterlere gore yapilmaktadir. MEFV geni mutasyonu tagimayan fakat klinik olarak FMF
ozelligi gosteren hastalarda hastaligin ortaya ¢ikma nedeni iki olast goriis ile
aciklanmistir. Bunlardan birincisi; pirin ile ayni metabolik yolagin bir parcasi oldugu
diisiiniilen ve heniiz bilinmeyen genetik defektler, Ikincisi ise; iliskili olan diger
otoinflamatuar hastaliklar (Ben-Zvi ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda, farkli
kliniklerden MEFV gen mutasyon analizi i¢in laboratuvarimiza génderilen ve yaygin
goriilen 12 MEFV geni mutasyonu (E148Q, P369S, F479L, M6801G/C, M680IG/A,
1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S, R761H) agisindan taranan bireyler
Tel-Hashomer kriterlerine gére degerlendirilmistir. incelenen bu kriterlere gore kesin
tani alan hastalar, mutasyon tastyan ve tasimayan olmak tizere iki grup olarak ¢aligmaya
dahil edilmistir.

Tiirkiye’de ve diger iilkelerde MEFV gen mutasyonlarinin goriilme
frekanslarint arastiran farkli calismalar yapilmistir. Bu calismalardan birinde, Orta
Dogu’da FMF hastalarmin %85’inden fazlasinin M694V, M6941, M6801, V726A ve
E148Q MEFV mutasyonlarindan birine sahip olduklar1 ifade edilmistir (Ben-Chetrit ve
Touitou 2009). Federici ve ark.’lar1 da (2012) yaymladiklar1 derleme makalede bes
mutasyonun, tim MEFV gen mutasyonlarmin %85’ini olusturdugunu ifade etmistir.
Tirkiye’de de MEFV gen mutasyonunun frekansini arastiran farkli c¢alismalar
yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda, Tiirkiye’de en sik gdzlenen mutasyonlar
M694V, V726A, M680I, E148Q, R761H ve P369S olarak raporlanmistir (Uluca ve ark.,
2015). Bu mutasyonlarin FMF hastalarinda goriilme frekansi diger mutasyonlara oranla
oldukc¢a yiiksektir. Bu arastirmalar, bakilan 12 MEFV geni mutasyonunun toplumda
goriilebilecek MEFV geni mutasyonlarmin en az %95’ini olusturabileceklerini
gostermektedir. Bu oran da, baktigimiz 12 MEFV geni mutasyonunu tasimayan fakat
Tel-Hashomer kriterlerine uygunluklar1 nedeniyle FMF fenotipi gdsteren hastalarda
diger otoinflamatuar genlerin mutasyona ugramis olmalar1 ve bu nedenle FMF fenotipi
benzeri fenotip gosteriyor olmalari olasiigini akla getirmektedir. Bu diisiince
dogrultusunda yaptigimiz c¢aliymada MEFV geni mutasyonu tasimayan FMF

hastalarinda, hastalik fenotipinin olusumunda diger otoinflamatuar gen mutasyonlarinin,
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VEGF genindeki polimorfizmin ve insan kopiiksii viriis varligmin etkisi aragtirilmagtir.
Tez kapsamu icine alinan c¢aligmalar yurtdisinda degisik aragtirma gruplari tarafindan
ayr1 ayr1 ele alinmis olmasina karsim, tiimiiniin tek bir populasyonda, tek bir merkezde

ve tek bir proje kapsaminda yiiriitiilmesi Diinyada ve Tiirkiye ‘de ilk kez yapilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana
Bilim Dali’nda gerceklestirildi. Calismaya Tel-Hashomer kriterlerine (Livneh ve ark.,
1997) gore kesin tan1 alan ve MEFV geninde yaygin olarak goriilen 12 mutasyondan
ikisini tasiyan 223 hasta ile yine aymi kriterlere gore kesin tani alan fakat bu
mutasyonlardan hi¢ birini tasimayan 209 kontrol dahil edildi. Calisma i¢in Ondokuz
Mayis Universitesi Etik Kurul onay1 alindi (Ek-1). Ayrica her kan &rnegi igin hasta
onam formu (Ek-2) ve FMF hasta bilgi formu (Ek-3) dolduruldu.

3.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

e Mikrosantrifiij (Herolab, MicroCen 13D, Almanya)

e Termal Dongii Cihaz1 (ABI/PRISM Applied Biosystem, GeneAmp
PCRSystem9700, U.S.A)

e Steril Eppendorf tiipler

e Steril PCR tiipleri

e Otomatik pipetler (Socorex, EAN13, isvicre)

e Steril plastik pipet uclar1

e Benmari (Niive, Tiirkiye)

e Agaroz jel elektroforez tanki

e Vorteks (Karstirict) (Velp Scientifica, Avrupa)

e +4 °C sogutucu (Profilo, BD4307ANFE, Almanya)

e -20 °C derin dondurucu (Regal, CF2101, Tiirkiye)

e Steril eldiven

e Yatay Elektoroforez Sistemi (Scie-Plas,814093, Ingiltere)

e Elekroforez i¢in gii¢c kaynagi (Wealtec, Elite300 Plus, U.S.A )

e UV transilliiminator (Vilber Laurmat, TFX 20 M, Fransa)

e Goriintii analiz sistemi (Uvitec, BTX-26 M, Ingiltere)

e Santrifilij (Sanyo MSE, Centaur 2, UK)

e Hassas Terazi (Adam Aqupment, WP250, Almanya)

e pH metre (Hanna, Almanya)

e [sitic1 (Stuart Scientific, S.M.3, UK)



e Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

3.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Agaroz (Vivantis)

e Borik Asit (Sigma)

e ANTP karisimi1 (Vivantis)

e EDTA (etilendiamintetraasetikasit, disodyum) (Merck)
e Etanol (Sigma)

e Etidyum Bromiir (Sigma)17

e KCI (Sigma)

e 100 bp’lik DNA Marker (Vivantis)

e VC Pucl19/Mspl DNA Marker (Vivantis)

e DNA izolasyon kiti (Vivantis)

e 10XPCR buffer (Fermentas)

e Sukroz (Sigma)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas)

e PCR Primerleri

e 10X Hinlll restriksiyon enzim tamponu (Fermentas)
® 10X A/u I restriksiyon enzim tamponu (Fermentas)
® 10X Bcnl restriksiyon enzim tamponu (Fermentas)
e Hinlll restriksiyon endoniikleazi S5U/ul (Fermentas)
® Alul restriksiyon endoniikleazi 10 U/ul (Fermentas)
e Bcnl restriksiyon endoniikleazi 10U/ul (Fermentas)
e Proteinaz K (Vivantis)

e Magnezyum Kloriir (Fermentas)

e Sodyum Hidroksit (Merck)

e NaCl (Merck)
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3.4. Cahsmada Kullanilan Stok Soliisyonlar

A) 5M EDTA, pH 8,0

e 18,61 g disodyum EDTA

e 80 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.

e Soliisyona 2 g NaOH tableti atilarak eritilir.

e pH 8’¢ ulastiginda bidistile H>O ile 100 ml’ye tamamlanir.
e Otoklavda steril edilir.

o Oda 1s1sinda saklanir.

B) Doymus NaCl (6M) Soliisyonu
e 7 gr NaCl

e 20 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.
e Otoklovda steril edilir.

o Oda 1sisinda saklanir.

C) 1M Tris pH 7,5

e 12,11 g Tris-base

e 80 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.

e pH HCl ile 7,5’e ayarlanur.

e Bidistile H,O ile 100 ml’ ye tamamlanir.
e Otoklovda steril edilir.

o(da 1s1sinda saklanir.

3.5. Cahsmada Kullanilan Elektroforez Soliisyonlar

A) 10 X TBE (Stok Soliisyonu)

e 108 g Tris-base (0,9 M).

® 55 g Borik asit (0,9 M).

e 40 ml 0,5M EDTA, Ph 8,0 (20Mm).

e Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziiliir.
e EDTA eklenir.

e Bidistile H,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.

e Oda 1sisinda saklanir
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B) 1X TBE (Cahsma Soliisyonu)
e 100 ml 10X TBE stok soliisyonu.
e 900 ml bidistile H,O.

C) Etidyum Bromiir Soliisyonu (10mg/ml)

o | g etidyum bromiir.

e 10 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.

e Isik almayan bir sise i¢inde +4 °C’de saklanur.

e Stok soliisyondan, ¢alisma soliisyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde hazirlanir.

3.6. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in Vivantis GF-1 DNA izolasyon Kiti
kullanildi. DNA izolasyonu i¢in ¢alisma ve kontrol gruplarindan EDTA’l1 tiiplere 200
ul periferik kan alindi. Kanlar asagida belirtilen DNA izolasyon (GF-1 DNA Izolasyon

Kiti) protokolii uygulanarak igsleme alind1.

3.6.1. DNA izolasyonu i¢cin Uygulanan Protokol

e Mikrosantrifiij tiipiine 200 pl kan ve 200 pl Blood Lysis Buffer konulup
vorteksle tamamen karistirildi.

e Bu mikrosantrifiij tiipiine 20 ul Proteinaz K eklendi ve vorteksle karistirildi.

e Tiip 65 derecede 10 dakika tutuldu.

e 200 pl absolii alkol konulup homojen olana kadar vorteksle karigtirild.

o Tiip icerigi temiz toplama tiipii igindeki yiikleme kolonuna konuldu.

® 5.000 X g de 1 dakika siireyle santrifiij yapildi.

e Kolondan gegen soliisyon atildi.

e Kolon iizerine 500 pul Wash Buffer I konuldu.

® 5.000 X g de 1 dakika siireyle santrifiij yapildi.21

e Kolondan gegen soliisyon atildi.

e Kolon iizerine Wash Buffer II konuldu.

e Maksimum hizda 3 dakika siireyle santrifiij yapildi.

e Kolondan gegen soliisyon atildi.

e Kolon temiz bir santrifiij tiipiine konuldu ve {izerine dnceden 1sitilmis
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Elution Buffer eklendi.

e Oda 1sisinda 2 dakika beklenildikten sonra, 5.000 X g de 1 dakika siireyle
santrifiij yapildi.

e Elde edilen DNA soliisyonlar1 -20° C’ de sakland1

3.7. Kullanilan Molekiiler Tam Teknikleri

3.7.1. PCR (Polymerase Chain Reaction) Amplifikasyonu

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR), DNA igerisinde bulunan ve niikleotid dizisi
bilinen iki bolge arasindaki 6zel bir bolgeyi enzimatik olarak ¢cogaltmak i¢in uygulanan
yonteme verilen isimdir. Metot genel olarak, tiip icerisinde ilgili bolgenin uygun
kosullarda c¢ogaltilmas1 esasina dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da
tanimlanan PCR; 94°C - 98°C araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37°C - 65°C
araliginda gerceklestirilen baglanma (annealing) ve 72°C’de gergeklestirilen uzama
asamalarindan olusan ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasina dayanan bir
yontemdir. PCR yOnteminde cogaltilmak istenen DNA bdlgesine spesifik olan ve
primer olarak adlandirilan baglatict DNA oligoniikleotidleri gelistirilmistir. Bu
oligoniikleotidler, belli dizilere sahiptir ve sentetik olarak tiretilebilen molekiillerdir.

Calismada Human foamy viriisii varlig1 (Sun ve ark., 2006) PCR teknigi ile
belirlendi.

3.7.2. Jel Elektroforezi ve PCR Uriinlerinin Yiiriitiilmesi
%?2’lik agaroz jel elektroforezi su sekilde yapildi.

e 2.6 gr agaroz tartilarak 250 ml’lik bir erlenmayere kondu ve iizerine 130 ml
1 XTBE tamponu eklendi. Mikrodalga firminda agar eriyene kadar yaklagik
1,5 dakika tutuldu ve kaynatildi.

e Eriyen agaroz jel soliisyonu oda isisinda bekletilerek yaklagik 70-75°C’ye
kadar sogutuldu ve 130 pl etidyum bromiir ilave edildi.

e Daha Onceden taraklari, tabanda yaklasik 1mm bosluk kalacak sekilde
yerlestirilen elektroforez kabina hazirlanan agaroz jel dokiildii ve donmasi
icin oda sicakliginda 20-30 dk. bekletildi.

e Taraklar her iki uctan tutularak dikkatlice ¢ikartildi ve jel kab1 elektroforez
tankina yerlestirildi.

53



e Jelde ortaya cikan kuyucuklara total 12 ul olacak sekilde PCR iiriinleri ve
uygun DNA markeri (10 pl PCR iirlinti + 2 pul 6X loading dye) aktarildi.

e Elektroforez gii¢ kaynagi 130 volt’da 30 dakika siireyle ¢aligtir1ldi.

e Ortaya c¢ikan bantlar, ultraviyole (UV) transilliminatorde marker ve
DNA’larin gittikleri mesafeler okunarak, DNA parcaciklarmin uzunluklari

hesaplandi. UV goriintii analiz sisteminde sonuglar kaydedildi.

3.7.3. PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment

Lenght Polymorphism) Yontemi

Bu yontem, MEFV geni mutasyonlarinin tanisinda daha yaygin kullanim alani
bulmus molekiiler bir yontemdir (Yigit ve ark., 2008). Mutasyonun arastirilacagi gen
bolgesi, PCR/RFLP ydntemiyle mutasyonu ic¢ine alacak sekilde ¢ogaltilir. Onceden
uzunlugu bilinen genomik DNA parcas1 ¢ogaltildiktan sonra mutasyona 6zgii olan
restriksiyon endoniikleaz enzimi yardimiyla kesilir ve ortaya g¢ikan iriinler, DNA
parcalarinin biiyiikliigiine bagh olarak agaroz ya da poliakrilamid jelde elektroforez
islemiyle yiiriitiiliir. Jel, UV ile goriintiilenir ve kesim noktalarna gére uzunluklari
onceden bilinen parcalar degerlendirilerek mutasyonlarin varlig1 ya da yokluguna karar
verilir. Hedef gen bdlgesindeki nokta mutasyonu, cogaltilan DNA’da secilen
restriksiyon enziminin tanima bolgesine Ozgiilse mutasyonlu iiriinde kesim
gerceklesirken normal iiriinde kesim gergceklesmez ve kesilen iirlinlere sahip bireyler
mutasyon tastyan bireyler, digerleri ise normal olarak degerlendirilir.

Calismada VEGF geni 936 C/T polimorfizmi (Cheng ve ark., 2008 ), CIAS1
geni L307P mutasyonu (Aganna ve ark. 2002) ve TNFSRF1A geni R92Q mutasyonu
(Marek-Yagel ve ark., 2010 ) PCR-RFLP metoduyla arastirild1.

3.7.4. Jel Elektroforezi ve RFLP Uriinlerinin Yiiriitiilmesi

%3,5lik agaroz jel elektroforezi, %?2’lik agaroz jel ile benzer sekilde

hazirlandi. Sadece agaroz miktar1 4,55 gr olarak kullanildi.

e Jel hazirlandiktan sonra jelde ortaya ¢ikan kuyucuklara total 23 pl olacak
sekilde RFLP iirtinleri ve uygun DNA marker1 (20 pl RFLP {irtinti + 3ul 6X
loading dye) aktarildi.

e Elektroforez gii¢ kaynagi 130 volt’da 40 dakika siireyle ¢aligtirildi.
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e Ortaya c¢ikan bantlar UV transilliminatorde marker ve DNA’larin gittikleri
mesafeler okunarak, DNA parcaciklarmin uzunluklar1 hesaplandi. UV

gorilintii analiz sisteminde sonuglar kaydedildi.

3.7.5. PCR ve PCR-RFLP Yontemlerinde Kullanilacak Primer Dizileri

Incelenecek farkli mutasyonlar ve human foamy viriis varligi icin kullanilacak
referans primerler, yapilan literatiir taramas1 sonucuna gore belirlenerek ticari olarak
sentezlettirildi. Liyofilize halde gelen ve ¢aliymada kullanilacak stok primer derisimleri,

10 pmol/ul olacak sekilde steril bidistile su ile ¢oziildii.

3.7.6. CIASI Geni L307P Mutasyonlarinin incelenmesinde Kullanilan

PCR Yontemi

Yaptigimiz calismada, CIAS1 geninde yaygin gozlenen ve daha hafif fenotiple
iliskilendirilmis mutasyonlardan biri oldugu i¢in L307P mutasyonunu inceledik
(Aksentijevich ve ark., 2007). Bu amagla kullanilan primerler Tablol’de, PCR
reaksiyon karisim igerigi Tablo 2°de ve PCR programi Tablo 3’te verilmektedir.

Tablo1. Kullanilan primer dizileri

ileri (Forward) Primer: 5°- GAT CGT GAG AAA ACC CTC CA -3’
Ters (Revers) Primer: 5’- GCA GCA AAC TGG AAA GGA AG -3
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Tablo 2. PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisim Miktar (ul) Son Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 1.0X PCR
MgCl, (25mM) 2.0 2.0 mM

Primer F (10 pmol/ul) 0.20 2 pmol

Primer R (10 pmol/pl) 0.20 2 pmol
dNTP’ler (10 mM) 0.50 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/ pl) 5.0

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.4 20U

Steril bidistile su 14.2

Toplam Hacim 25 pl

Tablo 3. PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik "C Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 15 dk. 1
Denatiirasyon 94 45 sn.

Primer baglanmasi 60 45 sn. 35
Zincir uzamast 72 1 dk.

Son uzama 72 10 dk. 1

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ayristirilarak goriintiilendi ve 489 bg’lik iirtin

varlig1 gézlendi.

3.7.7. CIAS1 Geni L307P Mutasyonunun Incelenmesinde Kullanilan

RFLP Yontemi

CIASI geni L307P mutasyonunun incelenmesi i¢in A/ul restriksiyon enzimi
kullanild1. PCR sonucu elde edilen iiriinlerin uygun tampon ve kesim enzimi ile karigim

miktarlar1 Tablo 4’de verilmektedir.
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Tablo 4. CIASI geni L307P mutasyonunun RFLP reaksiyon karigim1

Mutasyon RFLP Uygun Tampon PCR Uriinii Bidistile Toplam
Cesidi Enzimi Su
L307P Alul 10xBuffeer Tango

10U 2 ul 8 ul 9ul 20 pl

RFLP reaksiyon karigimi ile kesim iglemi i¢in hazirlanan enzim ve PCR iiriinii
karisimi (toplam 20 pl) 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Goriintiilemek i¢in
kesim {iriinii {izerine 3 pl yiikleme boyasi (loading dye 6X) eklenerek daha dnceden
hazirlanmis olan % 3,5’lik agaroz jelde yiriitillerek ortaya ¢ikan bantlar UV

transilliiminatdr ile goriintiilenerek sonuglar kaydedildi.

Alul restriksiyon endoniikleazinin tanima bolgesi:
55.,AG|CT.>%®
3..T C1G A...S°

Alul restriksiyon enzimi, normal alelde bulunan iki tanima bdlgesinden keserek
52bg, 99b¢ ve 338bg¢’lik iic bant olusumunu saglarken; mutant alelde 151bg ve 338
be¢’lik 2 parcacik (fragment) olusumuna neden oldu.

3.7.8. TNFRSF1A4 Geni R92Q Mutasyonunun Incelenmesinde Kullanilan

PCR Yontemi

TNFRSF14 geninde TRAPS ile iliskilendirilmis 60’dan fazla mutasyon
raporlanmistir. Bunlardan R92Q, TRAPS’li hastalarda en sik gdzlenen mutasyondur ve
farkli inflamatuar fenotipler ile iligkilendirilmistir (Caminero ve ark., 2011). Bu nedenle
yaptigimiz ¢alismada TNFRSFIA geni R92Q mutasyonunu incelemeyi amagladik. Bu
calisma i¢in kullanilan primerler Tablo5’de, PCR reaksiyon karisim igerigi Tablo 6’da
ve PCR programi Tablo 7°de verilmektedir.
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Tablo 5. Kullanilan primer dizileri

Forward: 5’-CAC TGC ATG GAT GTG AGT GTG TAT -3’
Revers: 5°-GTT GGT TGT CAG ACC CAG AGA ATA -3’

Tablo 6. PCR reaksiyon karisimi

Son
Reaksiyon Karisim Miktar (ul) Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 1.0X PCR
MgCl, (25mM) 2.0 2.0 mM
Primer F (10 pmol/ul) 0.10 1 pmol
Primer R (10 pmol/pl) 0.10 1 pmol
dNTP’ler (10 mM) 0.50 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/ pl) 5
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.4 2U
Steril bidistile su 14.4 1l
Toplam Hacim 25 nl
Tablo 7. PCR programi
Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.
Primer baglanmasi 62 30 sn. 35
Zincir uzamast 72 30 sn.
Son uzama 72 10 dk. 1

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ayristirilarak goriintiilendi ve 380 bg’lik iirtin

varlig1 gézlendi.
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3.7.9. TNFRSF1A4 Geni R92Q Mutasyonunun Incelenmesinde Kullanilan

RFLP Yontemi

TNFRSFI14 geni R92Q mutasyonunun incelenmesi i¢in Bcnl restriksiyon
enzimi kullanilmistir. PCR sonucu elde edilen iiriinlerin uygun tampon ve kesim enzimi

ile karisim miktarlar1 Tablo 8’de verilmektedir.

Tablo 8. TNFRSF14 geni R92Q mutasyonunun RFLP reaksiyon karisimi

Mutasyon RFLP Uygun Tampon PCR Uriinii Bidistile Toplam
Cesidi Enzimi Su
R92Q Benl 10xBuffeer Tango

10U 2 ul 10ul Tul 20 pl

RFLP reaksiyon karigimi ile kesim iglemi i¢in hazirlanan enzim ve PCR iiriinii
karisimi (toplam 20 pl) 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Goriintiilemek i¢in
kesim iirlinii lizerine 3 pl ylikleme boyasi (loading dye 6X) eklenerek daha 6nceden
hazirlanmis olan % 3,5’lik agaroz jelde yiriitillerek ortaya ¢ikan bantlar UV

transilliiminatdr ile goriintiilenerek sonuglar kaydedildi.

Bcnl restriksiyon endoniikleazinin tanima bdlgesi:
5...CC|S GG...3
3...GG S1CC...5
S: Cveya G

Bcenl restriksiyon enzimi, normal alelde bulunan tek tanima bolgesinden
keserek 153 bg¢ ve 227 bg’lik iki bant olusumunu saglarken; mutasyon, tanima bolgesini
ortadan kaldirdig1 i¢in, mutant 6rneklerde 380 bg’lik allel boyutunda bir degisiklik

gozlenmedi.

3.7.10. VEGF Geni 936C/T Polimorfizmi Incelenmesinde Kullanilan PCR
Yontemi
Bu amagla kullanilan primerler Tablo 9°da, PCR reaksiyon karisim icerigi

Tablo 10°da ve PCR programi Tablo 11°de verilmektedir.
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Tablo 9. Kullanilan primer dizileri

Forward: 5’- AAG GAA GAG GAG ACT CTG CGC -3’
Revers: 5°- TAT GTG GGT GGG TGT GTC TAC AGG -3’

Tablo 10. PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisim Miktar (ul) Son Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 1.0X PCR
MgCl, (25mM) 2.0 2.0 mM
Primer F(10 pmol/ul) 0.10 1 pmol

Primer R(10pmol/ul) 0.10 1 pmol
dNTP’ler (10 mM) 0.50 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/ pl) 5

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.4 2U

Steril bidistile su 14.4 wl

Toplam Hacim 25 pl

Tablo 11. PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik "C Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 12 dk. 1
Denatiirasyon 95 30 sn.

Primer baglanmasi 57 40 sn. 35
Zincir uzamast 72 30 sn.
Son uzama 72 10 dk. 1

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ayristirilarak goriintiilendi ve 198 bg’lik iirtin

varlig1 gézlendi.
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3.7.11. VEGF Geni 936C/T Polimorfizmi Incelenmesinde Kullanilan RFLP

Yontemi

VEGF geni 936C/T polimorfizminin incelenmesi ig¢in Nlalll restriksiyon
enzimi kullanilmistir. PCR sonucu elde edilen iiriinlerin uygun tampon ve kesim enzimi

ile karisim miktarlar1 Tablo 12°de verilmektedir.

Tablo 12. VEGF geni 936C/T polimorfizmi i¢in RFLP reaksiyon karigim1

Polimorfizm RFLP Uygun Tampon PCR Uriinii Bidistile Toplam
Cesidi Enzimi Su
936C/T Nlalll 10 xBuffeer Tango

5U 2 ul 10ul Tl 20 Wl

RFLP reaksiyon karisimi ile kesim iglemi i¢in hazirlanan enzim ve PCR iiriinii
karisimi (toplam 20 pl) 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Goriintiilemek i¢in
kesim iirlinii tizerine 3 pl ylikleme boyasi (loading dye 6X) eklenerek daha dnceden
hazirlanmis olan % 3,5’lik agaroz jelde ylriitillerek ortaya ¢ikan bantlar UV

transilliiminatdr ile goriintiilenerek sonuglar kaydedildi.

Nlalll restriksiyon endoniikleazmin tanima bdlgesi:
5... CATG]|..>
3..1GTAC ..%
Nlalll restriksiyon enzimi, polimorfik bdlgede bulunan tek tanima bolgesinden
keserek 114 bg ve 84 bg¢’lik iki bant olusumunu saglarken; normal alelde kesim

gerceklesmez ve 198 be’lik tek bant gozlenir.

3.7.12. Human Foamy Viriis Bell Dizisi Varh@inin Arastirnlmasinda
Kullamilan PCR Yo6ntemi
Bu amagla kullanilan primerler Tablo13’te, PCR reaksiyon karisimi icerigi

Tablo 14°de ve PCR programi Tablo 15’te verilmektedir.
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Tablo 13. Kullanilan primer dizileri

Forward: 5°- CAC ACC AGA GGA AAT GAG -3’
Revers: 5°- CCA ACA ATT CCT CTG AGG -3’

Tablo 14. PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisim Miktar (ul) Son Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 1.0X PCR
MgCl, (25mM) 2.0 2.0 mM

Primer F (10 pmol/ul) 0.40 4 pmol

Primer R (10pmol/pl) 0.40 4 pmol
dNTP’ler (10 mM) 0.50 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/ pl) 5

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.4 2U

Steril bidistile su 13.8 ul

Toplam Hacim 25 pl

Tablo 15. PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik "C Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 1 dk.

Primer baglanmasi 63 30 sn. 40
Zincir uzamast 72 1 dk.

Son uzama 72 10 dk. 1

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ayristirilarak goriintiilendi ve 255 b¢’lik {iriin

varlig1 gézlendi.
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3.8. Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 15,0 yazilimi kullanilarak yapildi. Calisma
gruplar1 ve incelenen genotipler arasindaki iliski, tanimlayici istatistiksel testlerle
degerlendirildi. Veri tabanindan secilerek, ¢apraz tabloya (crosstabs) aktarilan
degiskenler, X testleri kullamlarak incelendi ve p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Risk oranini belirten, OR hesaplamalarinda %95°lik CI (giivenlik
aralig1) uygulandi.
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4. BULGULAR

Calisma ve kontrol gruplar1 Samsun Ondokuz May1s Universitesi T1p Fakiiltesi
kliniklerinden MEFV gen mutasyon analizi i¢in Tibbi Biyoloji Anabilim dalina sevk
edilen ve yaygin goriilen 12 MEFV geni mutasyonu agisindan taranmis hastalardan
olusmaktadir. Bu hastalar arasinda, aralarinda akraba iliskisi olmayan, Tel-Hashomer
kriterlerine gore kesin tani alan ve ¢ift mutasyon tasiyan 223 FMF hasta grubu ve yine
ayni kriterlere gore kesin tani alan fakat mutasyon tasimayan 209 kontrol grubu
olusturuldu. Caligmaya dahil edilen biitiin bireylere bilgilendirilmis goniilli onam
formlar1 imzalatildiktan sonra FMF’e 6zgii klinik semptomlar1 i¢ine alan yas, cinsiyet,
ilk semptom yasi, atak sikligi, ates, karm agrisi, eklem agrisi, eritem, gogilis agrisi,
amiloidoz, kolsisin kullanimina alinan yanit ile ailede FMF hastalig1 varlig1 gibi bir¢ok
soru soruldu (Biitiin bu bilgileri igeren veri tablosu Ek 3’te verilmektedir). Bu veriler
dogrultusunda hastalar Tel-Hashomer kriterlerine gore incelendi ve kesin tani alan ve
¢ift mutasyon tasiyan hastalar ile kesin tani aldig1 halde mutasyon tasimayan bireyler
TNFRSF1A4 geni R92Q mutasyonu, CIAS] geni L110P mutasyonu, VEGF 936 C/T
polimorfizmi degerlendirildi. Tablo 16’da Tel-Hashomer kriterlerine gore kesin tani

alan ve ¢ift mutasyon tasiyan hastalarin genotipleri verilmistir.



Tablo 16. Kesin tan1 alan ve MEFV gen mutasyonu tasiyan FMF hasta grubuna ait genotip sonuglar1

Genetik tam Kisi sayis1 (N) Oran (%)
M694V/E148Q 16 * 7,2
M6801I (G/C)/VT726A 16 * 7,2
E148Q/P369S 4 1,8
M680I(G/C)/M6801 (G/C) 20 9,0
M6801 (G/C)/M694V 48 * 21,5
M694V/M694V 77 HA* 34,5
M694V/VT726A 16 7,2
E148Q /V726A 2 0,9
E148Q / M680I (G/C) 3 1,3
F479L/ V726A 2 0,9
E148Q /M6941 2 0,9
M694V/A744S 1 0,4
M6801 (G/C)/R761H 2 0,9
E148Q/R761H 1 0,4
M694V/E148Q/P369S 1 0,4
M694V/R761H 4 1,8
M6801 (G/C)/ M680I (G/A) 2 0,9
E148Q/ E148Q 2 0,9
M6941/M6941 1 0,4
F479L/F479L 1 0,4
M694V/P369S 1 0,4
M6801 (G/A)/M694V 1 0,4
Toplam 223 99,7

* Kesin tant alan ve ¢ift mutasyon tasiyan FMF hastalarindan R92Q mutasyonuna sahip 6 tastyici
bireyden biri M694V/E148Q genotipinde, biri M680I (G/C)/V726A, biri M680I (G/C)/M694V ve iig
birey de M694V/M694V genotipindedir.

4.1. TNFRSF1A4 Geni R92Q Mutasyonu Genotip Oranlan

Calismada 223 FMF hastast ve 209 (4 bireyin DNA’st PCR ile
cogaltilamadigindan kontrol grubu 205 bireyden olusturuldu) kontrolden elde edilen
DNA ornekleri TNFRSFIA geni R92Q mutasyonu agisindan genotiplendirildi. Kesin
tani alan ve ¢ift mutasyon tagiyan FMF hastalar1 ile kesin tan1 alan fakat taranan MEFV
gen mutasyonlarindan (E148Q, P369S, F479L, M680IG/C, M680IG/A, 1692del,
M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H) higbirini tagimayan, fakat klinik
olarak FMF o&zelligi gosteren kontrol gruplari arasinda genotip ve alel frekanslar
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Bulgularimiza gore, kesin tani alan ve c¢ift mutasyon tasiyan 223 hastanin
217’s1 (%97,3) RR, 6’s1 (%2,7) RQ genotipinde; kesin tani alan fakat mutasyon
tagimayan 205 kontrol grubunun 197’si (%96,1) RR ve 8’inin (%3,9) RQ genotipinde
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oldugu belirlendi. QQ genotipine her iki grupta da rastlanilmadigi i¢in istatistiksel
analizde degerlendirmeye alinmadi (Tablo 17). FMF hastalarinda TNFRSFI1A geni
R92Q mutasyonu genotip frekanslar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda iki grubun
sonuclar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (%*=0,50; p=0,481).

FMF hastalar1 ve kontrol grubu alel frekanslar1 karsilagtirildiginda ise R ve Q
alel frekanslarmin bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedigi
bulundu. R aleli FMF hastalarinda %98,7 oraninda gozlenirken kontrol grubunda %98,0
olarak bulundu. Q aleli goriilme siklig1 ise FMF hastalarinda % 1,3 iken kontrol
grubunda % 2,0’dir. Q aleli, kesin tan1 alan fakat mutasyon tasimayan FMF hastalarinda
mutasyon tastyan FMF hastalarina gore daha yliksek oranda bulunmasina ragmen iki
deger arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (}*=0,49; p=0,485).

R92Q mutasyonu tastyan her iki gruba ait bireylerin gdsterdigi temel klinik
ozellikler Tablo 18’de gosterildi. Ates ve atese eslik eden karin agris1 biitiin bireylerde
hemen hemen aymi oranda goézlenirken FMF’in en ciddi klinik semptomu olan

amiloidoz bireylerin higbirinde gézlenmedi.

Tablo 17. Kesin tan1 alan ve ¢ift mutasyon tasiyan FMF hastalar1 ile kesin tan1 alan fakat mutasyon

tasimayan kontrol grubu arasinda R92Q mutasyonu genotip ve alel frekanslarmin

karsilagtirilmast
TNFRSFIA Kesin tani alan ve Kesin tani alan
geni ¢ift mutasyon fakat
R92Q tastyan FMF mutasyon e p OR (%95 C))
mutasyonu hastalan tasimayan FMF
(n=223) hastalan
(n=205)
Genotip
RR 217 (%97,3) 197(%96,1)
RQ 6 (%2,7) 8 (%3,9) 0,50 0,481  1,47(0,45-4,86)
QQ 0 0
Alel
R 440 (%98,7) 402(%98,0)
Q 6 (%1,3) 8 (%2) 0,49 0,485 1,46 (0,46-4,78)
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Tablo 18. RQ genotipli MEFV mutasyonu tasiyan hastalar ile mutasyon tasimayan bireylerde klinik

ozellikler
RQ genotipli MEFV mutasyonu RQ genotipli MEFV mutasyonu
tastyan hastalar tasimayan hastalar
(n=6) (n=8)

Klinik 6zellikler

Ates 6 8
Karm agrist 6 8
Gogiis agrist 4 2
Amiloidoz 0 0
Kolsisine yanit 5 7
Eklem agris1 4 7
Erizipel benzeri eritem 2 2
Hastaligin aileselligi 2 9)

1 2 3 4 5 6 7 8 M 10 11 12

2 +«—380 bg
227 bg—»

133 by —*

Sekil 15. TNFRSFI1A geni R92Q mutasyonu igin %3’liik agaroz jel goriintiisii

Birinci, 2.,3.,4.,5.,6.,7.,8.,10.ve 12. kuyularda RR genotipi 11. kuyuda ise RQ
genotipli ornekler gozlenmektedir. 9. kuyu 100 baz ¢iftlik (b¢g) DNA Ladder Marker’i
temsil etmektedir (Sekil 15).

67



4.2. VEGF Geni 936 C/T Polimorfizmi Genotip Oranlan

Calismada 223 FMF hastas1 ve 209 kontrol grubundan elde edilen DNA
ornekleri VEGF 936 C/T polimorfizmi agisindan genotiplendirildi. FMF hastalar1 ve
MEFYV gen mutasyonu tasimayan klinik olarak FMF 06zelligi gosteren kontrol gruplar1
genotip ve alel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde fark istatistiksel olarak anlaml1

bulundu (Tablo 19).

Tablo 19. FMF hastas1 ve kontrol grubu arasmda VEGF 936C/T polimorfizminin genotip ve alel

frekanslarinin karsilagtirilmasi

VEGF Kesin tan1 alan Kesin tam alan
geni ve ¢ift mutasyon fakat
936C/T tasiyan FMF mutasyon
polimorfizmi hastalan tasimayan FMF ) p OR (%95 CI)
hastalar
(n=223) (n=209)
Genotip
CC 152 (%68,2) 166 (%79,4)
CT 60 (%26,9) 36 (%17,2) 7,06 0,03*
TT 11 (%4,9) 7 (%3,3)
Alel
C 364 (%81,61) 368 (%88,03) 6,39 0,011* 0,60 (0,40-0,90)
T 82 (%18,38) 50 (%11,96)

*P <0,05 Fark istatistiksel olarak anlamli

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz bulgulara gore kesin tani alan ve cift
mutasyon tastyan 223 hastanin 152’sinin (%68,2) CC, 60’ min (%26,9) CT ve 11’inin
(%4.,9) TT genotipinde; kesin tan1 alan fakat mutasyon tagimayan 209 kontrol grubunun
166’sinin (%79,4) CC, 36’sinin (%17,2) CT ve 7’sinin (%3,3) TT genotipinde oldugu
belirlendi. FMF hastalarinda VEGF geni 936 C/T polimorfizminin genotip frekanslar1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda iki grubun sonuglar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (¥>=7,059; p=0,03).

Tablo 19'da gosterildigi gibi, CC genotipinin mutasyon tasiyan FMF
hastalarinda mutasyon tagimayan kontrollere gére daha diisiik oranda oldugu goézlendi

(p=0,022). VEGF geninin 936 CT genotipi frekans1 da diger genotiplere oranla FMF
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hastalarinda (%26,9) kontrol grubu ile karsilagtirildiginda (%17,2) istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek olarak bulundu (p=0,015). TT genotip siklig1 ise kontrol
grubuna (%3,3) gore FMF olan hastalarda daha yiiksek oranda (%4,9) bulundu. Fakat
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,41).

Iki grubun CC ve CT genotip frekanslar1 karsilastirildiginda aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0,016)

FMF hastalar1 ve kontrol grubunda alel frekanslar1 karsilastirildiginda ise C ve
T alel frekanslarinin iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
belirlendi. C aleli FMF hastalarinda %81,61 oraninda gozlenirken kontrol grubunda
%88,03 olarak bulundu. T aleli ise FMF hastalarinda %18,38 iken kontrol grubunda
%11,96 siklikta oldugu saptandi. T aleli FMF hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (¥*=6,39; p=0,011)

Sekil
16. VEGF geni 936 C/T polimorfizmi i¢in %3’liikk agaroz jel goriintiisi

VEGF geni 936 C/T polimorfizmi i¢in agaroz jel goriintlisii Sekil 16°da
verilmstir. Birinci, 2. ve 3. kuyularda CC genotipine sahip bireylere ait rnekler, 4. ve 6.
kuyularda TT genotipli 6rnekler ve 7. kuyuda ise CT genotipli 6rnekler gdzlenmektedir.
5. kuyu 100 bg’lik DNA Ladder Marker’i temsil etmektedir.

4.3. CI4S1 Geni L307P Mutasyonu Genotip Oranlan

223 bireyden olusan ¢alisma grubunda ve 209 (1 bireyin DNA’s1 PCR ile
cogaltilamadigindan kontrol grubu 208 bireyden olusturuldu) bireyden olusan kontrol
grubunda, CIAS! geninde tanimlanmig L307P mutasyonu PCR-RFLP ydntemiyle
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incelendi. Sonu¢ olarak, c¢alisilan bireylerin hi¢birinde L307P mutasyonuna

rastlanmadig1 i¢in istatistiksel olarak degerlendirmeye alinmadi (Tablo 20).

Tablo 20. Kesin tan1 alan ve ¢ift mutasyon tasiyan FMF hastalar: ile kesin tani alan fakat mutasyon

tasimayan kontrol grubu arasinda L307P mutasyonu genotip ve alel oranlar1

CIAS1 geni Kesin tani alan ve ¢ift Kesin tan1 alan fakat
L307P mutasyon tastyan FMF mutasyon tasimayan FMF
mutasyonu hastalan hastalan
(n=223) (n=208)
Genotip
LL 223(%100) 208 (%100)
LP 0 0
PP 0 0
Alel
L 446 (%100) 416 (%100)
P 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 M 10 1112 13 14 15 16

Sekil 17. L307P mutasyonunun %3 agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 17°de uygun RFLP enzimi ile gergeklesen iki kesim sonucu olusan 52, 99
ve 338 be’lik bantlarin ifade ettigi mutasyon tasimayan yabanil tip Ornekler

gozlenmektedir. Dokuzuncu kuyuda ise VC pUC19/Mspl DNA belirteci bulunmaktadir.
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4.4, Insan Képiiksii Viriis (Human Foamy Virus) Varhg

Calismada kesin tani alan ve ¢ift mutasyon tagtyan 223 (1 bireyin DNA’s1t PCR
ile gogaltilamadigindan hasta grubu 222 bireyden olusturuldu )  FMF hastas1 ve kesin
tan1 alan fakat mutasyon tagimayan 209 (4 bireyin DNA’s1 PCR ile ¢ogaltilamadigindan
205 birey dahil edildi) semptomatik FMF hastas1 insan kopiiksii virlis varlig1 agisindan
incelendi. Bu ¢aligmanin devaminda karsilagtirmanin daha anlamli olmasi1 amaci ile Tel-
Hashomer kriterlerine goére FMF tanisi almayan ve taranan 12 MEFV gen
mutasyonundan higbirini tagimayan sagliklt 200 kontrol grubunda daha viriis varhigi
arastirildi. Iki farkli gruptaki FMF hastas1 ve kontrol grubu arasinda insan kopiiksii viriis

varlig1 agisindan fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 21).

Tablo 21. FMF hastas1 ve kontrol grubu arasinda insan kopiiksii viriis varliginin karsilastirilmasi

Insan Kéopiiksii ~ Kesin tam alan Kesin tan: alan FMF tanisi
Viriis (HFV) ve fakat mutasyon almayan ve
varhgi ¢cift mutasyon tasimayan FMF mutasyon
tastyan FMF hastalar tasimayan
hastalan (n=205) kontrol grubu e p
(n=222) (n=200)
HFV (+) 43 (%19,02) 33 (%16,09) 15 (%7,5)
12,56 0,002*
HFV (-) 179 (%80,63) 172 (%83,90) 185 (%92,5)

*p<0,05 Fark istatistiksel olarak anlaml1

Yaptigimiz ¢aligmada elde ettifimiz sonuglara gore kesin tani alan ve ¢ift
mutasyon tastyan 222 hastanin 43 (%19,02)’i HFV (+) iken 183 (%80,97)’i HFV (-)
olarak bulundu; kesin tani alan ve mutasyon tagimayan 205 semptomatik FMF
hastasinin ise 33 (%16,09)’tinde HFV varlig1 tespit edilirken 172 (%83,90)’sinde viriis
varlig1 saptanmadi. Klinik 6zellik gdstermeyen ve mutasyon tagimayan 200 saglikli
kontrollerin ise 15 (%7,5)’t HFV varlig1 agisindan (+) iken 185 (%92,5)’i (—) olarak
bulundu.

Incelenen ii¢ grup insan kopiiksii viriis varlig1 acisindan degerlendirildiginde

fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (%*=12,56; p=0,002).
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Tablo 22’de goriildiigii gibi ¢aligilan hasta gruplarndan MEFV gen mutasyonu
tastyan grup ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak
onemli derecede anlamhi bulundu (¥>=12,503; p=0,0001). insan kopiiksii viriisii,
mutasyon tastyan hasta gruplarmin %19,02’sinde gozlenirken saglikli kontroller de
%7,5 oraninda gozlendi. Klinik olarak FMF o6zelligi gosteren fakat MEFV gen
mutasyonu tagimayan semptomatik hastalar ile saglikli kontroller karsilastirildiginda da
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (¥*=7,163; p=0,007).
Semptomatik FMF hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek frekansta HFV
varlig1 saptandi (Tablo 23).

Tablo 22. MEFV gen mutasyonu tastyan FMF hastas1 ve kontrol grubu arasinda insan kopiiksii viriis

varligmin karsilagtirilmasi

Insan Kopiiksii  Kesin tam alan FMF tanisi
Viriis (HFV) ve ¢ift mutasyon almayan
varhgi tastyan FMF ve mutasyon
hastalar tasimayan e p OR (%95 CI)
(n=222) kontrol grubu
(n=200)
HFV (+) 43 (%19,02) 15 (%7,5)
12,50  0,000* 2,96 (1,53-5,80)
HFV (-) 179 (%80,63) 185 (%92,5)

*p<0,05 Fark istatistiksel olarak anlaml1

Tablo 23. MEFV gen mutasyonu tasimayan FMF hastast ve kontrol grubu arasinda insan kopiiksii viriis

varligmin karsilastirilmasi

Insan Kesin tani alan FMF tamsi
Kopiiksii fakat mutasyon almayan
Viriis (HFV) tasimayan FMF ve mutasyon
varhgi hastalan tasimayan © p OR (%95 CI)
(n=205) kontrol grubu
(n=200)
HFV (+) 33 (%16,09) 15 (%7,5)
7,163 ,007* 2,37 (1,19-4,74)
HFV (-) 172 (%83,90) 185 (%92,5)

*p<0,05 Fark istatistiksel olarak anlaml1
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Genel olarak Tel-Hashomer kriterlerine gore kesin tani alan ¢aligma grubu ile
saglikli kontroller HFV varligi acisindan karsilastirildiginda, Tablo 24’de goriildiigii
gibi tan1 alan FMF hastalarinda HFV daha yiiksek oranda gozlendi ve fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (y>=11,64; p=0,001).

Tablo 24. Kesin tan1 alan FMF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda insan kopiiksii viriis varligmm

karsilastirilmast
) FMF tamsi
Insan Koépiiksii  Kesin tam alan almayan
Viriis (HFV) FMF hastalar ve mutasyon
varhgi (m=427) tasimayan e p OR (%95 CD
kontrol grubu
(n=200)
HFV (+) 76 (%17,8) 15 (%7,5)
11,64 0,001* 2,67 (1,45-4,99)
HFV (-) 351 (%82,2) 185 (%92,5)

*p<0,05 Fark istatistiksel olarak anlaml1

1 2 3 4 5 6 7 8 0 10M 121314 15 16

255b¢ —»

Sekil 18. 255 be’lik insan kopiiksii viriisii bell geni varliginin %4’liik agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 18°de insan kopiiksii viriisii bell geni varliginin agaroz jel elektroforez
gorlintlisii verilmigtir. Birinci kuyuda yer alan negatif kontrolde amplifikasyon

goriilmemektedir. Ikinci ve 16. kuyularda insan kopiiksii viriisii bell geninin

73



cogaltildigi 255 bg uzunlugundaki pozitif kontroller yer almaktadir. On birinci kuyu 100
b¢’lik DNA Ladder Marker1 temsil etmektedir. Sekizinci ve 12. kuyularda calisilan
ornekler de pozitif HFV varligini gostermektedir. 3., 4., 5., 6., 7., 9., 10., 13., 14. ve 15.
kuyularda amplifikasyonun olmadigi negatif HFV 6rnekleri gdzlenmektedir. Caligmada
kullanilan pozitif kontrol DNA’s1 Prof. Dr. Dirk Lindemann (Dresden Teknik
Universitesi, Viroloji Enstitiisii, Almanya) tarafindan hibe edilen ve HFV genomu

iceren plazmid DNA’s1d1r.
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5. TARTISMA

Kalitsal periyodik ates sendromlar1 nadir goézlenen, tetikleyici bir faktor
olmadan veya minimal bir tetikleyici etken varliginda ortaya ¢ikan ve tekrarlayan ates
ataklar1 ile karakterize bir grup hastalig1 kapsamaktadir. Bu grubun en yaygin iiyesi olan
FMF, Tirkiye’de de c¢ok sik gozlenen otoinflamatuar bir hastaliktir (Tunca ve ark.,
2005; Cosan ve ark., 2013). Periyodik ates sendromlari, klinik olarak ayirici tani
saglayacak oOzellikler gostermektedirler. Bununla beraber iki farkli periyodik ates
sendromu ag¢isindan mutasyon tasiyan vakalar da raporlanmistir. Bu nedenle FMF
disindaki diger periyodik ates sendromlarida mevcut klinik 6zelliklerin olusumunda
etkili olabilmektedir.

Literatiirde ilk olarak 2005 yilinda timor nekroz faktdr reseptorii iliskili
periyodik sendrom (TRAPS) ile iligkilendirilen ve TNFRSF1A geninde yanlis anlaml
mutasyon tasiyan Tiirk kokenli hastalar rapor edilmistir (Dinc ve ark., 2005). Ayni
sekilde 2007 yilinda Akdeniz kdkenli 20 yasinda FMF tanis1 almig bir kadin olgunun
daha sonra yapilan genetik analiz sonucunda ise MEFV geni M694V mutasyonu
homozigot tastyicist ve TNFRSFIA geni R92Q heterozigot tastyicist oldugu
belirlenmistir (Granel ve ark., 2007). Bunun gibi hem MEFV hem de TNFRSFIA
geninde mutasyon tastyan Tiirk hastalarin ve Avrupa kokenli olgularin varligi, FMF’in
yaygin oldugu toplumlarda tanmin netlestirilmesi i¢in daha kapsamli klinik ve genetik
aragtirmalar gerektirdigini gostermistir. FMF siliphesi olan hastalarda kesin taninin
netlestirilebilmesi icin TRAPS gibi diger otoinflamatuar hastaliklarin da
degerlendirilmesi 6nemlidir (Dinc ve ark., 2005).

Otoinflamatuar hastaliklar baslangi¢ yasi, siiresi ve belirtileri gibi farkl
ozellikler gostermesine ragmen; ates ataklari, serozal zarlarim inflamasyonu, deri
dokiintiisii gibi yaygin gozlenen ortak oOzelliklere de sahiptir. Tiirk populasyonunda
yapilan bir calismada otoinflamatuar hastaliklar ile iliskili klinik 6zellikler ve laboratuar
bulgularina sahip iki ¢ocuk vaka incelenmis ve TNFRSFIA geninde Y331X nonsense
(durdurucu kodon mutasyonu) mutasyonu belirlenmistir. Karin ve eklem agrilarmin
eslik etmedigi tekrarlayan ates ataklar1 gézlenen bu iki vakadan birinin, ayn1 zamanda
MEFYV geni E148Q mutasyonu heterozigot tastyicisi oldugu belirlenmistir (Kutukculer
ve ark., 2010).



FMEF’e neden olan MEFV gen mutasyonlari, inflamazomun bozulmasina ve IL-
1B yanitindaki artiga neden olur. Bu yolak FMF patogenezinde Onemli bir
mekanizmadir. Yiiksek oranda MEFV gen mutasyonu tasiyicist olan toplumlarda, bu
mutasyonlarin diger inflamatuar hastaliklarin ciddi klinik 6zellikleri ile iligkili oldugu
belirtilmistir. Bu etkinin ana nedeni olarak da IL-1B aktivasyonundaki diizensizlik
gosterilmistir (Cosan ve ark., 2013).

Cosan ve arkadaglar1 2013 yilinda yaymladiklar1 ¢aligmalarinda Tiirk kokenli
olan ve tekrarlayan ates ataklari, eritematdz, deri dokiintiisii, konjonktivit, miyalji ve
artralji semptomlar1 gozlenen 47 yasinda bir kadin olgu ve iki oglunda TNFRSF1A4 geni
C29R mutasyonu saptamiglardir. Arastiricilar yaptiklar1 ¢aligma sonucuna gore uzun
streli ve kendiliginden gelisen ates ataklari, deri dokiintiisii, miyalji ve artraljinin
Tiirkiyede daha yaygin gézlenen FMF’in disinda TRAPS ile de iliskili olabilecegini
ifade etmiglerdir (Cosan ve ark., 2013).

TRAPS otozomal dominant olarak kalitilan bir otoinflamatuar hastalikdir.
TRAPS, TNF-a reseptoriinii kodlayan TNFRSF1A genindeki mutasyonlar sonucu
olusur (McDermott ve ark., 1999).

Stojanov ve arkadaslari, 1 yasidan itibaren 40°C’ye kadar ulasan tekrarlayan
ates ataklar1 ve ciddi karin agrilar1 sikayeti olan ve zaman zaman artralji, ishal, spesifik
olmayan deri dokiintiileri, bas agris1 ve faranjit ile karakterize ataklar gegiren 12 yasinda
Cinli bir olgu tanimlamiglardir. MEFV geninde yapilan mutasyon taramasi sonucu
olguda heterozigot E148Q mutasyonu saptanmistir. Ayn1 zamanda olguya TNFRSF1A4
geni i¢cin mutasyon taramasi yapilmis ve heterozigot Y20D mutasyonu tasidigi
belirlenmistir. E148Q mutasyonu homozigot veya heterozigot durumda genel olarak
hastalik ile iligkili olmamasma ragmen ikinci bir MEFV mutasyonu ile birlikte E148Q
agir bir fenotipe neden olabilir (Stojanov ve ark., 2004). Benzer olarak Hoffman ve
arkadaglarinin tanimladiklar1 7 yasinda Alman bir olguda MVK ve TNFRSF1A geni i¢in
yapilan mutasyon taramasi sonucu, heterozigot MVK V3771 mutasyonu ile heterozigot
TNFRSF14 R92Q mutasyonu saptanmistir (Hoffmann ve ark., 2005). Simdiye kadar
farkli arastiricilar tarafindan yapilan c¢aligsmalarin  sonuglari,, periyodik ates
sendromlarinda klinik tablonun olusmasimna neden olan mutasyonlarin tek bir gen ile

smirlandirilamayacagini gostermektedir.
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Bu ¢alisgmada FMF ve TRAPS semptomlarinin benzerlik géstermesi nedeniyle,
Tel-Hashomer kriterlerine gore FMF i¢in kesin tani aldig1 halde, taranan on iki MEFV
geni mutasyonlarindan higbirini tasimayan hastalarda ve MEFV gen mutasyonu tagiyan
hastalarda TNFRSF14 R92Q mutasyonunun goriilme siklig1 incelenmis ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

[k olarak laboratuarimiza basvuran FMF hastalari, Tel-Hashomer kriterlerine
gore incelenmis ve kesin tani alan hastalar yaygin gozlenen 12 MEFV gen mutasyonu
acisindan degerlendirilmistir. Taranan MEFV gen mutasyonlarindan higbirini tagimayan
hastalarmm  varligt ve FMF ile TRAPS arasindaki semptomlardaki benzerlik
aciklanamayan FMF olgularinin 7NFRSFIA gen mutasyonlarini icerebilecegini
diistindiirmiistiir. 2014 yilinda yaymlanan bir makale bu diisiinceyi desteklemektedir.
Yasumura ve ark.’lar1 2014 yilinda hem TNFRSFIA geni TSOM mutasyonu hem de
MEFV geni E84K ve PI15R mutasyonu tasiyan iki yasinda bir kiz hasta
tanimlamiglardir (Yasumura ve ark., 2014).

FMF otozomal resesif olarak kalitilir ve hastalarin ¢ogunda 2 MEFV gen
mutasyon tasiyiciligi, klinik semptomlarin goriilmesine neden olur. Ancak bazi
arastiricilar  hastalarin %25’inde tek MEFV gen mutasyonunun hastaligin ortaya
cikmasinda muhtemelen yeterli olabilecegini gdstermistir (Yigit ve ark., 2008; Booty ve
ark., 2009; Kone-Paut ve ark., 2009; Marek-Yagel ve ark., 2009b). Bununla beraber hig
mutasyon tagimayan hastalarda, mutasyona ugramis baska bir genin varligi klinik
semptomlarin olusumunu agiklayabilir. Bu amagla yaptigimiz ¢aligmada incelenen 205
mutasyon tagimayan semptomsal FMF hastasinin 8 (%3,9)’ini TNFRSFIA R92Q igin
heterozigot bulduk. Bu oran mutasyon tasiyan hastalarda daha az olmasma ragmen
istatistiksel olarak bu farklilik anlamli degildir (p=0,481).

Yagel ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada 92 FMF hastas1
ve 250 kontrol grubu arasinda TNFRSFIA geni R92Q mutasyon sikli1 incelenmis ve
FMF hastalarmin  %3.2°sinde, kontrol grubunun ise %6’sinda R92Q mutasyon
tagtyiciligi belirlenmistir. Calismada, tek MEFV mutasyonu tasiyan kesin tanili 20 FMF
hastas1 arasinda R92Q i¢in iki heterezigot birey, ¢ift MEFV mutasyonu tastyan 13 FMF
hastasinda ise bir heterozigot birey bulunmustur (Marek-Yagel ve ark., 2010).

2009 yilinda Booty ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir calismada 14

FMF hastasinin 1’inin R92Q mutasyon tasiyicist oldugunu bulunmustur (Booty ve ark.,
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2009). Ayni1 yi1l yayinlanan bagka bir calismada MEFV geninde tek mutasyon tagiyan 21
FMF hastasinin birinde R92Q mutasyonu bulundugu rapor edilmistir (Kone-Paut ve
ark., 2009).

Bu ii¢ calismanin sonuglar1 bizim sonuglarimiz ile benzerlik gostermektedir.
Dort ¢alismada da hasta ve kontrol grubu tastyicilik oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistr. AA tipi amiloidoz, FMF ve son zamanlarda
tanimlanmis TRAPS ve MWS gibi kalitsal hastaliklarin ana komplikasyonudur (Grateau
ve ark., 1999). Bu hastaliklar visceral, sinovyal veya deri iltihabi ile tekrarlayan ates
ataklar1 ile karakterize inflamatuar yolaklarda meydana gelen aksakliklar sonucu olusan
hastaliklardir. FMF’de amiloidoz genellikle inflamatuar ataklarin baslangicindan yillar
sonra ortaya ciksa da, amiloidoz gelisiminden once bagka klinik belirtilerle kendini
gosterebilir (Dode ve ark., 2002).

Yapilan iki farkli calismada R92Q mutasyon varliginin amiloidoz gelisiminde
olas1 bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Dode ve ark., 2002; Aganna ve ark.,
2004). Ancak bizim sonuclarimiza gore R92Q mutasyon tasiyicist olan 14 bireyin
higbirinde amiloidoz gézlenmemistir. Ayni sekilde Yagel ve ark.’lar1 tarafindan yapilan
calismanin sonuglari da R92Q mutasyonunun amiloidoz ile iligkili olmadigini
gostermektedir (Marek-Yagel ve ark., 2010). Ortak biyokimyasal yollar gostermelerine
ragmen hasta ve kontrollerde R92Q’nun benzer frekanslarda gozlenmesi TNFRSF1A ve
MEFV geni arasinda etkilesim olmadigini veya minimal bir etkilesim olabilecegini
diisiindiirmektedir (Marek-Yagel ve ark., 2010).

Kalitsal otoinflamatuar hastaliklarmn tanisinda genetik analizin 6nemi hakkinda
2006 yilinda, kesin tan1 almamis otoinflamatuar sendromlu 60 hasta, TRAPS, FMF
yada HIDS tanis1 alan 87 hasta ve 50 kontrol grubu iizerinde yapilan bir ¢aligmada
otoinflamatuar hastaliklarla iligkilendirilmis MEFV, TNFRSF1A, MVK ve CIASI
genleri molekiiler olarak incelenmis. Yapilan calismada genetik analiz ile hastaliga
klinik olarak tani konmas1 arasinda anlamli diizeyde fark bulunamamaistir. Sonug olarak
otoinflamatuar sendromun tanisi i¢in fiziksel muayene, etnik koken, aile Oykiisii, ilag
kullanimi, ayrintili tibbi 6ykii de dahil olmak tizere 6ncelikle klinik muayene ile hastalik
sliphesinin bir veya iki hastaliga kadar indirgenmesini ve sonrasinda siiphe duyulan

hastaliklara yonelik genetik taninin yapilmasini dnermislerdir (Simon ve ark., 2006).
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TNFRSF1A disinda CIAS1 gibi diger otoinflamatuar genlere ait
mutasyonlarinda FMF hastalarinda gozlendigini bildiren raporlar sunulmustur. FMF
benzeri septomlar gosteren Ermeni kokenli bir hastada MEFV ve PYPAF1 (CIASI) geni
icin genetik tarama yapilmis ve MEFV geninde mutasyon belirlenemezken PYPAF1
geninde nonsense mutasyon belirlenmistir. Yazarlar MEFV geninde mutasyon
tasimayan FMF benzeri fenotip gosteren hastalarda PYPAF1 geninin de ¢aligilmasini
onermislerdir (Jéru ve ark., 2006).

Bizim ¢aligmamizda MEFV gen mutasyonu tagiyan ve tasimayan her iki grupta
da CIASI L307P mutasyonu i¢in tarama yapilmig fakat hicbir hasta grubunda mutasyon
saptanmamistir. Bu sonu¢ L307P mutasyonunun Tiirk toplumunda sik rastlanan ve
penetranst yiiksek olan mutasyonlar arasinda sayilamayacagi varsayimini destekler
niteliktedir.

Yapilan bir bagka ¢alismada ise kolsisine yanitsizlik ve AA tipi amiloidoz ile
iliskili ciddi dominant gegisli periyodik inflamatuar bozuklugu olan ii¢ kusakl Ispanyol
bir ailede bes aile iiyesi tanimlanmistir. FMF hastaliginin kesin klinik tanis1 Tel-
Hashomer kriterlerine gore yapilmis olan bu bireylerde, genetik analizler ile TNFRSFIA
ve CIASI genindeki mutasyonlar ekarte edilmis ve tiim hastalarm MEFV H478Y
varyant1 agisindan heterozigot olduklar1 saptanmistir. Sonugta FMF otozomal resesif
kalitim gosteren otoinflamatuar bir hastalik olmasmna ragmen bu hastalarda gézlenen
dominant gecisli, siddetli, periyodik otoinflamatuar hastalik fenotipinin olusumunda
H478Y varyantinin etkili olabilecegi ifade edilmistir (Aldea ve ark., 2004).

Yapilan caligmalar ve bizim elde ettigimiz sonuclar FMF’in tek gen kalitimi
gostermesine ragmen klinik tablonun olusumunda MEFV gen mutasyonlarmin diginda
baska etmenlerin de rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

VEGF, endotelyal hiicreler iizerinde etkili bir faktordiir. Oksijen ve besinden
yoksun birakilmis kiiltiirdeki endotelyal proliferatif olmayan hiicrelerin ¢ogalmasi, ag
formasyonu olusturmas1 ve dallanmalarmi uyardigi gosterilmistic. VEGF’nin bol
miktarda iiretimi ile gergeklesen anjiyogenez sonucu olusan neovaskiilarizasyon kronik
inflamasyonun gelisimde onemlidir (Nam ve ark., 2005). Cesitli ¢alismalar VEGF
genindeki polimorfizmlerin ankilozan spondilit ve romatoid artrit gibi bazi romatizmal

hastaliklara yatkinlik gosterdigini ortaya koymustur (Han ve ark., 2004; Nam ve ark.,
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2005; Seo ve ark., 2005). Nam ve arkadaslarinin yaptig1 calismada secilen VEGF gen
polimorfizmlerinin VEGF {iretimi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Nam ve ark., 2005).

Yapilan bir caligmada 3’UTR bolgesinde ¢alisilan 3 mutasyondan biri olan
936. pozisyonundaki C—T degisiminin VEGF plazma seviyesi ile Onemli diizeyde
iliskili oldugu bulunmustur. Ayni c¢aligmada 936 C/T polimorfizminin saglikl
erkeklerde onemli Olgiide daha diisiik VEGF plazma seviyeleri ile ilgili oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle bu mutasyonun anjiyogenez ile iligkili hastaliklar i¢in 6nemli
bir genetik belirte¢ olabililecegi ifade edilmistir (Renner ve ark., 2000).

Giinesagar ve ark.’larmnin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, VEGF geni 936
C/T polimorfizminin genotip ve alel frekanslari agisindan FMF’li hasta ve saglikli
kontrol gruplar1 arasinda anlaml bir farklilik bulunmamistir. Bununla beraber bu genin
936TT genotipinin saglikli kontrollere gére FMF hastalarinda daha yiiksek oranda
bulundugunu fakat farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini ifade etmislerdir
(Gunesacar ve ark., 2008). Arastirmacilarin TT genotipiyle ilgili bu sonucu bizim
sonucumuz ile benzerlik gostermektedir.

Yaptigimiz ¢aligma, VEGF geni 936 C/T fonksiyonel polimorfizminin, FMF
hastaligimnin temel fenotipik 6zellikleri ile iliskili olup olmadigimi belirlemek igin
yapilmistir. Caliymamizda hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda genotip ve alel
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (sirastyla p=0,03;
p=0,011). Sonuglarimiz CC genotipinin FMF hastalarinda kontrollere gére daha diigiik
oranda; CT genotipinin ise anlamli derecede daha yiiksek oranda oldugunu gostermistir.
VEGF geni 936 TT genotipi ise hastalarda kontrollere gore daha yiiksek oranda
olmasina ragmen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Alel frekanslarinda da
C alelinin FMF hastalarinda kontrollere gore daha diisiik oranda, T alelinin ise daha
yiiksek oranda gozlendigi belirlenmistir (p=0,011).

Han ve ark.’lar1 tarafindan 2004 yilinda romatoid artritli (RA) hastalar ile
yapilan bir ¢calisgmada VEGF nin diisiik iiretimi ile iliskili olan 936T aleli frekansinin
kontroller ile karsilagtirilmasi sonucu bu alelin RA’l1 hastalarda 6nemli oranda yiiksek
siklikta oldugu bulunmustur (P=0,002). Bu ¢alismanin sonunda VEGF geninin RA
gelisiminde rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir. Aragtirmacilar ayn1 zamanda genin 5’
yoniinde -2578, -1154 ve -634 pozisyonlarindaki polimorfizmleri de incelemisler ve

sonucta bu polimorfizmlerin RA gelisimi ile iliskili olmadigini belirtmislerdir (Han ve
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ark., 2004). Bizim caligmaya dahil ettigimiz FMF hastalarinda da 936T aleli frekansi
kontrollore gore daha yiiksek oranda gozlenmistir.

2013 yilinda Cinli RA’l1 hastalar ile yapilan bir diger ¢aligmada ise 3 SNP
noktasi (-2578C/A, -634G/C ve 936C/T) incelenmis ve bu polimorfizmlerin RA riski ile
iligkili olmadig1 ifade edilmistir (Zhang ve ark., 2013). Bu c¢alismanin sonuglar1 Han ve
ark.’lar1 tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarindan farkli olarak 936 C/T
polimorfizminin RA ile iligkili olmadigini1 gostermistir.

Bagka bir calisma otoinflamatuar bir hastalik olan Behget hastalar1 (BD) ile
yapilmistir. Segilen dort polimorfizmin (-2578, -1154, -634 ve 936) genotip ve alel
frekanslar1 BD’li hasta ve kontrol grubu arasinda incelenmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir farklilhik bulunmamistir. Bununla beraber 936 CC genotipi iiveitli BD
hastalarinda (%73) iiveitsiz BD hastalarma (%74) gore daha diisiik oranda bulunmustur.
TT genotipi ise iiveitli BD hastalarinda (%7,9) {iveitsiz hastalara (%1,6) gore
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber daha yiiksek oranda gozlenmistir
(p=0,080) (Nam ve ark., 2005). Nam ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bu ¢alisma sonuglari
da bizim caliymamizla benzerlik gostermektedir.

Sonuglarimiz, VEGF geni 936 C/T polimorfizminin FMF’in fenotipik
ozelliklerinin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegini gostermektedir. Bu etkinin
VEGF nin 16kosit kemotaksisini uyarmasi yoluyla olabilecegi diisiiniilebilir. Bu da bu
aragtirmada taranan ve MEFV geninde yaygin olarak goriilen 12 mutasyondan hi¢ birini
tagimayan kontrol grubunda FMF semptomlarmin gériilmesine neden olmus olabilir.

FMF kalitsal bir hastalik olarak kabul edilse de net bir genetik gecmisi
olmayan bir¢cok hasta vardir. Bu nedenle bu hastaligin olusumunda genetik etmenlerin
disinda yeni patolojik faktorlerin de etkili olabilecegi diisiindiiren ¢alismalar
bulunmaktadir.

Gecgen ylizyilda insanlarda ortaya c¢ikan viral patojenlerin ¢ogunun c¢esitli
hayvan tiirlerinden koken aldig1 diisiiniilmektedir (Wolfe ve ark., 2007). 1954 yilinda
Rhesus maymununun bobrek hiicrelerinden ilk kopiiksii viriisiin (foamy virus, FV)
tanimlanmasindan (Enders ve Peebles, 1954) sonra kopiiksii viriisler, ¢ok sayida, ‘non-
human primates’, NHP (Insan olmayan/ insan disindaki primatlar) tiirleri de dahil olmak
iizere bircok hayvan tiirlerinden izole edilmistir. Kendiliginden enfekte olmus

hayvanlarda FV’lerin prevalansi genellikle yiiksektir fakat bu siklik tiirlere gore

81



degiskenlik gosterir (Locatelli ve Peeters, 2012). Bununla beraber, Simian viriisler ile
olusan insan enfeksiyonlarnin giderek artmasi Onemli bir halk sagligi sorununu
gostermektedir. NHP’ler, insan1 enfekte eden bir virusiin olas1 kaynagi olarak kabul
edilir ve bu durum insan populasyonu i¢in dnemli bir tehdit unsuru olusturur (Locatelli
ve Peeters, 2012).

Insan kopiiksii viriisii (HFV), ilk olarak 1971 yilinda nazofarenjal karsinomlu
Kenyal1 bir hastanin hiicre kiiltiiriinden izole edilen kopiiksii virus (FV) iiyesidir
(Achong ve ark., 1971). Filogenetik ¢aligmalar bu viriisiin Dogu Afrika sempanzelerinin
bir alttiiriinden koken aldigini ortaya koymustur. Bu sus simdi prototip kopiiksii viriis
(PFV) olarak kabul edilmektedir ancak kdkeni tam olarak belirlenmis degildir (Murray
ve Linial, 2006).

Prototip kopiiksii viriisiin transaktivatorii olan Bell, PFV’nin replikasyonunda
onemli rol oynar. Onceki calismalar Bell’in bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)
tagidigini gostermistir, fakat amino asit dizisi bilinmemektedir ve buna karsilik gelen
importin’ler' tespit edilememistir (Ma ve ark., 2014).

HFV, kompleks retroviriislerden olup retroviriis enfeksiyonlart otoimmiin
romatizmal hastaliklar i¢in olasi etiyolojik faktorlerden biri olarak 6ne siiriilmektedir.
Yapilan bir calismada Myastenia Gravis’li dort hastanin timus 6rneklerinden PCR ile
HFV proviral genom varlig1 aragtirilmig ve sonusta da biitiin 6érneklerde gag ve bel2
dizilerini temsil eden DNA fragmentinin varlig1 gosterilmistir. Bu bulgular otoimmiinite
de HFV’nin potansiyel roliinii gostermektedir. Fakat, daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
duyuldugu arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Liu ve ark., 1996).

Insan hastaliklar1 ve viriis arasindaki iliski ile ilgili olarak sunulmus farkli
raporlar bulunmaktadir. Bunlardan bir digeri Alman kohortunu kapsayan bir ¢aligmadir.
Caliymada 41 Graves hastasinin periferik kan lokositlerinde FV ~ DNA’s1 tespit
edilememistir (Schweizer ve ark., 1994). Bununla beraber HFV kars1 antikor, De-
Quervain tiroidi, nazofarenks karsinoma ve Amiyotrofik Lateral Sklerosis (Westarp ve
ark., 1993) hastalarinda tespit edilmistir. Afrika ve diger iilkelerden gelen ve Multipl

skleroz, Graves hastalig1 ve kronik yorgunluk sendromu gibi farkli hastaliklara sahip

! importin, niikleer lokalizasyon dizisi olarak adlandirilan spesifik tanima dizilerine baglanarak ¢ekirdek

igine protein molekiillerinin tasinmasini saglayan transport proteinlerinin bir ¢esididir.

82



hastalardan toplanan serum oOrnekleri insan spuma retrovirlisine (HSRV) karsi
antikorlar i¢in test edilmistir. Seropozitif hastalarin ¢ogunlugu, ilk bildirilen sonuglarla
uyumlu olarak Kenya ve Tanzanya’dan nazofarenks kanseri hastalarda tespit edilmistir.
Yapilan ¢alismanin sonuglari, diinya ¢apinda goreceli olarak diisiik yayginlikta da olsa
cesitli hastaliga sahip insanlarda spumavirus enfeksiyonlar1 oldugunu gostermistir
(Mahnke ve ark., 1992).

Ayrica spuma retroviriis enfeksiyon belirtecleri i¢in yapilan bir arastirmada 29
Graves hastast ve 23 kontrol grubu c¢alisilmis ve periferik lenfositlerde bu viriisiin
pozitif bulgulari, PCR ile gosterilmistir. Arastiricilar sonugta Graves hastaligi ve HSRV
iligkili enfeksiyon belirteglerinin varligi1 arasinda giiclii bir iliski oldugunu ileri
sirmiislerdir (Lagaye ve ark., 1992).

Kompleks retroviriislerden olan FV’ler bircok tiirde yaygin olarak
bulunmaktadir ve 40 yil oOnce kesfedilmelerine ragmen en az tanimlanmis
retroviriislerdir. 2001 yilinda kopiiksii viriis epidemiyolojisi ve enfeksiyonunun tarihsel
perspektifi iizerine yaymlanan bir arastirmada FV’lerden kaynaklanan dogal konak
enfeksiyonunun patolojik olarak herhangi bir kanit olmadan yasam boyu kalici
enfeksiyonlara neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Yine bu arastirmanin sonuglarina gore
yapilan c¢aligmalarin ¢ogunun FV enfeksiyonlarmin bazi populasyonlarda yaygin
oldugunu ve belirli hastaliklar ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Meiering ve Linial,
2001).

Insan kopiiksii viriisii veya spuma retroviriisler (HSRV) gag, pol ve env olmak
iizere li¢ retroviral gen igerir. Buna ek olarak en az ii¢ bel genine sahiptirler. HSRV bel-
1 proteini LTR-ydnlendirmeli/kontrollii transkripsiyon icin transkripsiyonel trans-
aktivator olarak tanimlanmistir (Lochelt ve ark., 1993). Yapilan bir arastirma sonuclari
HSRV 06zgii bel-1 ve bet gen delesyonlarmin pHSRV 13 klonunun enfektivitesini
ortadan kaldirdigin1 gostermistir. Bu iki calismanin sonuglar1 bel-1 geninin viral
replikasyon ve gen ekspresyonu icin gerekli oldugunu gdstermistir (Lochelt ve
ark.,1991).

1991 yilinda Bothe ve arkadaslari tarafindan yapilan caliymada LTR’nin
transkripsiyonel kontroliindeki HFV bel-1 bolgesini tagiyan transgenik farelerin merkezi
sinir sistemi, diiz ve ¢izgili kas dokularinda transgen ifade edilmistir ve bu hayvanlarda

merkezi sinir sistemi ve cizgili kaslarda ilerleyici dejeneratif hastalik gelismistir.
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Arastirmacilar, transgen ekspresyonunun yapisal hasar ve inflamatuar reaksiyonlar ile
yakindan iligkili olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Bu sonuglar, HFV’nin insanlarda
patojenik sonuglara yol agabilecegini diisiindiirmiistiir (Bothe ve ark., 1991).

Bu baglamda HFV’nin FMF olusumundaki etkisini arastirdigimiz
calismamizda, HFV varligmi inceledigimiz MEFV gen mutasyonu tasiyan FMF
hastalari, mutasyon tasimayan fakat semptomatik FMF hastalar1 ve kontrol gruplari
birbirleriyle karsilastirildiginda, gruplar arasinda HFV varlig1 acisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulundu (p=0,002).

Calismaya dahil edilen 222 kesin tani alan ve MEFV gen mutasyonu tasityan
FMF hastasinin 43’1 (% 19,02) HFV bel-1 dizi varlig1 agisindan pozitif bulunurken 205
kesin tan1 alan fakat mutasyon tagimayan semptomatik FMF hastasinin 33’1 (%16,09)
pozitif bulunmustur. FMF acisindan saglikli 200 kontrol grubunun ise 15’1 (%7,5) HFV
acisindan pozitif bulgular gostermistir. Mutasyon tastyan FMF hastalar: ile kontrol
grubu HFV bel-1 dizi varlig1 yoniinden karsilastirildiginda bu iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli bulunmustur (p=0,0001). Mutasyon tagimayan
semptomatik FMF hastalar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda da yine fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007). Mutasyon tasimadigi halde Tel-
hashomer kriterlerine gore kesin tani alan semptomatik FMF hastalarinda HFV bel-1
dizi varligmin kontrollere gore yliksek frekansta bulunmasi, semptomatik 6zelliklerin
olusumunda bu patojenik etkenin neden olabilecegini diisiindiirmiistiir.

FMF hastalar1 tasidiklar1t MEFV gen mutasyonlarina bakilmaksizin sadece Tel-
hashomer kriterlerine gore kesin tani alanlar seklinde degerlendirildiginde 427
(222+205) FMF hasta grubu Tel-hashomer kriterlerine gore tani almayan saglikli
konroller ile karsilastirildiginda HFV  pozitif bulgular, hastalarin %17,8’inde
gozlenirken kontrol grubunda ise sadece %7,5’inde gozlenmistir. Yine aradaki fark
istatistiksel olarak 6nemli derecede anlamli bulunmustur (p=0,001).

Yaptigimiz ¢aligmanin sonucglar1 daha dnce yapilan ve HFV’nin insanlardaki
patojenik etkisini gosteren diger caligmalarla benzerlik gostermektedir. Bununla beraber
yapilan bu ¢alisgma FMF hastalarinda HFV varligin1 gosteren ilk calismadir. Sadece,
HFV’nin sakroidosis, idiopatik akc¢iger fibrozu veya diger solunum hastaliklar1 i¢in
varsayilan patojenlerden biri olup olmadigmi arastirmak i¢in Japonya’da yapilan bir

calismada cesitli akciger hastaligi olan 320 hastanin alveolar hiicre mRNA’s1 veya
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periferik kan lokositlerinin genomic DNA’sinda HFV gen elementlerinin varligi
arastirilmistir. Yapilan ¢alismada ayni zamanda FMF hastasi olan ii¢ hastada HFV gen
elementleri tespit edilirken diger 317 hastanin hic¢birinde pozitif HFV varligi
saptanmamistir (Tamura ve Kira, 1995).

HFV ve otoimmiin romatizmal hastaliklar arasindaki iligkiyi belirlemek igin,
Cin’de yapilan bir ¢alismada da Progresif Sistemik Skleroz (PSS), Romatoid Artrit
(RA), Sistemik Lupus Eritramotozus (SLE) hastalarinda HFV ‘nin varlig1 bel-1 duyarlh
indikator hiicre hatt1 ve PCR teknikleri kullanilarak incelenmis ve sonugta romatizmal
hastalig1 olan bu hastalarda HFV bell geni ve proteininin yiiksek ekspresyonu oldugu
gosterilmistir. Bu calismanin sonuglari, HFV’nin otoimmiiniteyi indiikleyen cevresel
faktorlerden biri ve otoimmiin romatolojik hastaliklara neden olan bir ajan olabilecegini
onermektedir (Sun ve ark., 20006).

Bu caligmalar ve bizim yaptigimiz ¢alismanin sonuglar, HFV’nin FMF’in
klinikk semptomlarmin tetiklenmesinde olasi bir patojenik etken oldugunu

disiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; ¢aligmada klinik olarak Tel-Hashomer kriterlerine gore kesin
tan1 alarak degerlendirildigi halde molekiiler genetik analiz sonucunda MEFV gen
mutasyonu tagimayan hastalarda bu klinik O6zelliklerin ortaya c¢ikmasina neden
olabilecek olan farkli hedef gen mutasyonlarini ve insan kopiiksii viriisiiniin etkisini
belirlemeyi amacgladik. FMF iilkemizde c¢ok yaygin olarak goriilen bir hastalik olup
klinik taninin kesinlestirilmesi ¢ok biiyiilk 6nem arz etmektedir. Calisma sonucunda,
FMF tek gen kalitimi gosteren bir hastalik olmasina ragmen fenotipik ozelliklerin
olusmasinda MEFV gen mutasyonlarinin disinda baska etmenlerin de rol
oynayabilecegini diisiindiiren veriler elde edilmistir.

Calismamizin  sonuglar1 degerlendirildiginde; semptomsal benzerliklerine
karsin, TNFRSFI1A geni R92Q mutasyonunun karsilastirilan iki grupta yaklasik siklikta
goriilmesi ve ¢alisilan her iki grupta da CI4AS7geni L307P mutasyonunun gézlenmemesi
FMEF’in, TRAPS ve inceledigimiz diger otoinflamatuar hastalik ile iliskili olmadigi
ihtimalini yiikseltmektedir. Bununla beraber, VEGF geni 936 C/T polimorfizminin
FMF’in fenotipik Ozelliklerinin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegini gosteren veriler
elde edilmistir. Bu etkinin VEGF’nin Iokosit kemotaksisini uyarmasi yoluyla
olabilecegi diisliniilebilir. Bu da, bu arastirmada taranan ve MEFV geninde yaygin
olarak goriilen 12 mutasyondan hi¢ birini tagimayan kontrol grubunda FMF
semptomlarinin goriilmesine neden olmus olabilir. Yaptigimiz ¢alismada ayni1 zamanda
FMF hastalar1 ve kontrol grubunu olusturan bireyler insan kopiiksii virlis varligi
acisindan incelenmistir. Tel hashomer kriterlerine gore kesin tani almis mutasyon
tastyan FMF hastalar1 ve mutasyon tagimayan semptomsal FMF hastalar1 ile saglikli
kontrol grubu viriis varlig1 agisindan karsilagtirilmigtir. Sonucta kesin tani alan hastalar
saglikli kontrollere oranla viriis varlig1 agisindan 6nemli derecede farkli bulunmustur.
Bu sonug, tek gen kalitimi gdstermesine ragmen, FMF’in klinik tablosunda yalnizca
MEFV gen mutasyonlarinin degil, baska etmenlerin de rol oynayabilecegi goriisiinii

desteklemektedir.
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EK 2. Hasta Onay Formu

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

*

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

FMF Ontamili Hastalarda CIAS1, TNFRSF1A ve VEGF Mutasyonlan ile Human
Foamy Viriis Varhgimin Arastirnimasi

Goniilliiniin Bas Harfleri <<>>

Bir aragtirma c¢alismasma katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip
istemediginize karar vermeden dnce arastrmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil
kullanilacaginin ¢aligmanin neleri icerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik
verebilecek konulart anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak
icin zaman ayirmiz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢caliyjmadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zglirsiiniiz.
Bu durum sizin aldigmiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik ¢alismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici kurum c¢alismay1 sonlandirmaya karar verirse bu
durumda da ¢aligmadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIiR?

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) karin ve/veya gogiis agrist ve/veya eklem agrisi ve
sisliginin eslik ettigi tekrarlayan ates ndbetleri ile karakterize bir genetik hastaliktir.
Hastalik genellikle Akdeniz ve Ortadogu kokenlileri, yani Yahudiler, Tiirkler, Araplar
ve Ermenileri etkiler. FMF ataklar1 hastalarin yaklagik %90’inda 20 yasindan 6nce
baslar. Yaridan fazlasinda hayatin ilk 10 yilinda ortaya ¢ikar. Erkeklerde kizlardan biraz
daha fazla goriiliir. FMF genetik bir hastaliktir. Akdeniz atesinden sorumlu gen MEFV
genidir ve iltihabin sinrlandirilmasinda rol oynayan bir Proteini kodlar. FMF ’de
oldugu gibi, bu gen mutasyon tagirsa, bu sinirlandirma diizgilin yapilamaz ve hasta atesli
ataklar gegirir.

FMF gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilen mutasyonlarin varhigini gostermek icin
genetik analiz yapilir. Son yillarda hastalikta ve tedavi de rol oynayabilecek diger genler
iizerine aragtirmalar devam etmektedir.

Biz bu calismada, Ailesel Akdeniz Atesi 6n tanist alan hastalarda bu hastalig1 etkileyen
kalitsal ve ¢evresel faktorlerin arastirilmasini amacliyoruz.
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EK 2. (Devami)

CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma i¢in bir kez damardan 2 ml kan 6rnegi alinacaktir. Molekiiler genetik tani
testi uygulanacaktir. Ailesel Akdeniz Atesini etkileyen genlerin bulunmasi ile bu
hastalik i¢in genotip-fenotip iligkisi daha iyi aydinlatilacak ve tedavide olumlu katkilar
saglayacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKIYOR?

Anketi okuyup uygun sekilde doldurmaniz yeterlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERIi, RISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Yapilacak olan ¢alismanin size ve sagligmiza herhangi bir zarar1 bulunmamaktadir.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?
Arastrmaya katilmaniz nedeniyle size para ddenmeyecek yada sizden para talep
edilmeyecektir.

KISISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Calismanin yliriitiilmesi ve yayinlanmasi asamast dahil, hi¢cbir agamada sizin isminiz ve
kisisel bilgileriniz kullanilmayacaktir.

Calisma destekleyicisi kurum caligma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslar1 ile paylasabilir. Caligmanin sonuglar1 tibbi
yaymlarda yaymlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yaymlarda
aciklanmayacaktir.

Eger onayinizdan vazgecerseniz, ¢aligma verileriniz artik kullanilmayacak ya da diger
kisilerle paylagilmayacaktir. Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda
tanimlandig1 sekilde kullanimina onay vermekteyim.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniilli olarak veriyorum. Bu caligmaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda goérecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim.

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIiRECEK DURUMLAR:

Calismaya katilmayr kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calismadan ¢ikmaniz halinde bu tedavi kurumunda goreceginiz bakim ve tedaviler
etkilenmeyecek, herhangi bir aksama olmayacaktir.
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YENI BiLGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIiR

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Saklamam igin bu belgenin bir kopyasini caligma sirasinda dikkat
edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

GoOniilliiniin;

Adi Soyadi Imzas1
Tarih

Agiklamalar1 Yapan Kisinin;
Adi-Soyadi: Melek YUCE
Gorevi: Doktora dgrencisi

Adresi: OMU, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD.
Tel: 0505 5406127

Imza Tarih
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EK 3. Anket Formu

Tibbi Biyoloji AD Molekiiler Genetik Laboratuvari
Ailesel Akdeniz Atesi Hasta Bilgi Formu

Hastanin Ad1 ve Soyadi:
Dosya No:

Adresi:

Telefon:

Yas1 ve Cinsiyeti:
Dogum Yeri ve Yilt:
Sevk Edildigi Bolim:
Ates sikligt:

Ates siiresi:

Soguga maruz 1-3 giin 3-6 giin siiren 3-7 giin siiren
kaldiktan sonar siiren ates ates ates
ortaya ¢ikan kisa (FMF) (PFAPA) (MKD)
surely (24 saat)
ates (CAPS)

7 glinden fazla
2-3 hafta siiren
ates
(TRAPS)

Karin agrist siiresi ve sikligt:
Gogiis agrist siiresi ve sikligt:
[k semptom (belirti) yast:

[1k teshis yast:

Sigara kullantyormu?:

Kag yildir kullaniyor:

Giinde kag tane:

- Kas agrist:

- Amiloidoz

- Agizda aftlar

- Lenfoadenopati /Lenf bezilerinin sigmesi
- Apandisit ameliyat1

- Safra kesesi ameliyati

- Fitik ameliyat1

- Kolsisin kullanim1

- Kolsisine cevap

- Ailede benzer sikayetleri olan var mu

- Ailede tant konulmus FMF (AAA) hastas1 var m1
- Gogiisde nefes darligi / solunum zorlugu
- Omuz haraketinde agr1 durumu

- Eklem agris1

i s el i S S

- Bacak eklemlerinde tek tarafli agr1 (tek bacakta ve tek eklemde)
- Kurdesen, frtiker olarak da adlandirilir; genellikle allerjik bir

reaksiyonun gostergesi olan deride kabariklik yapmis kasmtili bolge
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- Deride erizipel benzeri kizariklik.

- Testislerin inflamasyonu (kizariklig1 yada agrili durumu)

Hassaslagmis karin

- Karin spazmy/karin kasilmasy/gerilmesi

- Karindaki organlarin korunmasi amaciyla karmn duvart kaslarmin
kasilmasi/gerilmesi.

- Karn siskinligi

- Dalak biiylimesi / biiylik dalak

- Gogiis kafesi hassasiyeti.

- Eklem yerlerinde eklemle sinirli sigkinlik

- Eklem yerlerinde eklemle sinirh kizariklik

- Gegici peritonit / karin zar1 iltihabi

- Periton kanlanmasi /karin zar1 kanlanmas1

- Kanda nétrofil sayisinda artma.

- Anemi / kansizlik

- Diz altinda agril1 deri yaralar1

- Diz altinda kirmizi renkte deri yaralari

- Diz altinda sigkin deri yaralari

- Ankilozan spondilit /Sirt omurlarinin bozulmasi:

- Behget hastalig::

- Romatoid artrit (fmf)

- Bas agris1

- Genel halsizlik

- Konjanktivit (Goz agris1 kizariklik)

- Atese eslik eden sikayetlerde artig

- Sagirhik

- Mental Reterdasyon

- Gorme kaybi

- Eklem ve kemik deformeleri

- Urtiker benzeri, kasintisiz ve nadir olarak gecici tarzda dokiintii

- Ataklar soguk havaya maruz kaldiktan sonra mi ortaya ¢ikiyor

- Agrili veya gecici sislik seklinde eklem tutulumu

- Eklem de sekil bozuklugu, eklem hareketinin kisitlanmast

- Papilodemi (G6z uzmani muayenesi ile belirlenir)

- Gelisim geriligi, ergenlikte gecikme

- Epilepsi, menenjit gibi nérolojik bulgular (caps)

- 2-3 hafta siiren yiiksek atesle beraber karin agrisi, kusma, ishal

- Agrili cilt dokiintiileri

- Konjonktivit veya periorbital sislik (Gozgevresinde siglik)

- Atesle birlikte yogun kas agris1

- Atak siireleri uzun mu?

- Gogis, kalp agris1 var mi1?

- Ciddi kas agris1 (traps)

- Bademcik, kulak arkasi ve boyun bolgesin de lenf bezlerinde sigsme

(mkd)

Ates ataklari ile beraber titreme

++ + + +
1

e e e e i e i a e e e

_|_
1
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EK 3. (Devami)

- Ates yiiksek olmasina ragmen genel durumun ¢ogunlukla iyi olmast
- Farenjit var m1?

- Dudak ve dis etinde aft benzeri, beyaz olan etrafi kirmizi lezyonlar
- Ates, ates diisiirlicli ve antibiyotik tedavisine yanitsiz mi? (pfapa)

+ + + +
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Ad1 Soyadi: Melek (Onder)YUCE
Dogum Yeri: SAMSUN

Dogum Tarihi: 15/03/1977

Medeni Hali: Evli ve bir ¢ocuk sahibi
Bildigi Yabanci Diller: ingilizce
Egitim Durumu (Kurum ve Y1l):

Doktora: Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD (2009-)
Bilimsel Hazirlik Programi: Ondokuz Mayis Universitesi (2008-2009)

Yiiksek Lisans: Gazi Universitesi Fen Bilimleri Ens. Mikrobiyoloji BD.(2000-2003)
Lisans: Ondokuz Mayis Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii (1994-1999)
Lise: Samsun Ondokuz Mayis Lisesi (1991-1994)

Calistig1 Kurum/Kurumlar ve Yil:

1999-2000: Ucretli Ingilizce Ogretmenligi/ SAMSUN

2000-2003: Biyoloji Ogretmenligi /ANKARA (Yiiksek Lisans Egitimi Esnasinda)

2003-2007: Biyoloji Ogretmenligi /SAMSUN

2008-2010: Biyolog Ondokuz May1s Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD.

2011- . Arastirma Gorevlisi Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji AD.

E-posta: melekonderyuce@hotmail.com
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