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OZET

Seflek¢i, Y. (2022). Ailevi Akdeniz Atesinde Kaspazl Izoformlarmin Ekspresyon
Analizi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) otozomal resesif gecis goOsteren kalitsal bir hastaliktir.
Hastalik pirin proteininin kodlanmasindan sorumlu MEFV geninde meydana gelen
mutasyondan kaynaklanmaktadir. Mutant pirin tarafindan olusturulan inflamazom
kaspazl’i aktive ederek kontrolsiiz interlokin 1-beta (IL-1b) salinimim tetikleyip
inflamasyona neden olur. Bu ¢aligmada atakli ve ataksiz donemdeki hastalarda kaspaz1
izoformlarmin ekspresyonlar1 kantitatif PZR ve western blot yontemleriyle incelendi.
Notrofillerde Kaspazl alfa izoformu mRNA ekspresyonu atakli hastalarda ataksizlara
gore daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p=0,835).
Notrofillerde delta-gama ve epsilon izoformlar1 atakli hastalarda ataksizlara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis bulundu (sirasiyla, p=0.0047 ve p=0,004).
Western blot sonuglarina gore yalnizca kaspazl alfa izoformunun eksprese oldugu
gosterilirken atakli ve ataksiz hastalar arasinda ekspresyon agisindan belirgin bir fark
goriilmedi. Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl izoformlarinin (alfa, delta-
gama ve epsilon) mRNA ekspresyonu atakli hastalarda ataksiz hastalara gore daha
yiiksek bulunsa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (sirasiyla p=0,0583
p=0,0712 ve p=0,0549). Western blot sonuglarina gore atakli hastalarda daha ¢ok alfa
izoformunun, ataksiz hastalarda ise beta, delta ve gama izoformunun eksprese oldugu
gosterildi. Ayrica THP-1 hiicrelerinde LPS uygulamasinin kaspazl izoformlarinin
ekspresyonunda  farkliliga neden olmadigi gosterildi. Calismamiz  kaspazl
izoformlarimin ekspresyonunu atakli ve ataksiz hastalarda degerlendiren ilk calisma
niteligindedir. Kaspazl izoformlarinin  ekspresyonunun daha genis hasta
popiilasyonunda degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), kaspazl, pirin, MEFV, inflamazom

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36613
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ABSTRACT

Sefleke¢i, Y. (2022). Expression Analysis of Caspase-1 Isoforms in Familial
Mediterranean Fever. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics. Master
Thesis. Istanbul.

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive inherited disease. The
disease is caused by mutation in the MEFV gene, which encodes pyrin. The
inflammasome formed by mutant pyrin activates caspase-1 and cause inflammation by
triggering the uncontrolled release of Interleukin 1-beta (IL-1b). In this study, the
expressions of caspase-1 isoforms in patients during attack and attack-free period were
analyzed by quantitative PCR and western blot. Although mRNA expression of alpha
isoform in neutrophils was higher in patients with attacks than in attack-free patients, no
statistically significant difference was found (p=0.835). However, delta-gamma and
epsilon isoforms were found to be statistically significantly decreased in patients with
attacks compared attack-free patients (p=0.0047 and p=0.004, respectively). Western
blot results showed that only alpha isoform was expressed, but there was no significant
difference in expression between patient with attack and attack-free. Although mRNA
expression of caspase-1 isoforms (alpha, delta-gamma and epsilon) in peripheral blood
mononuclear cells was higher in patients during attack than in attack-free patients, no
statistically significant difference was found (p=0.0583, p=0.0712 and p=0.0549,
respectively). According to the western blot results, alpha isoform was expressed more
in patients with attacks, and beta, delta and gamma isoforms were expressed in attack-
free patients. In addition, LPS treatment to THP-1 cells did not cause a difference in the
expression of caspase-1 isoforms. Our study is the first to evaluate the expression of
caspase-1 isoforms in patients during attack and attack-free periods. It will allow to
evaluate the expression of caspase-1 isoforms in the wider patient population.

Key Words: Familial Mediterranean Fever (FMF), caspase-1, pyrin, MEFV,
inflammasome

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36613



1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) tiim diinyada goriilmekle birlikte siklig1 bolgesel
olarak farklilik gostermektedir. Tiirkiye AAA prevalansinin en yaygin oldugu
ilke olup prevalansi yaklasik olarak 1:400°den 1:1.000’e kadar degismektedir.
Israi’de bu oran 1:1000°den fazla iken Ermenilerde ise yaklasik olarak
1:500°diir. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), peritonit, plorezi, artrit veya erizipel-
benzeri eritemin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklari ile karakterize otozomal
resesif bir hastaliktir. Bu belirtiler genelde 12-72 saat siirer. AAA, semptomlarin
baslamasindan 1-2 giin Once ortaya ¢ikan prodromal semptomlara sahiptir.
Bunlar arasinda yapisal, néropsikiyatrik veya fiziksel belirtiler, istah ve tat
degisiklikleri bulunur. En agir komplikasyonlarindan biri serum amiloid A
(SAA) birikimi olup tiim hastalarda bu komplikasyon goriilmez. SAA bdbrekleri
ve bazen de kalp, akciger, dalak gibi organlari da etkiler.

AAA’nde dogal bagisiklik sistemi oOncelikli olarak etkilenmistir. Bu hastalik
monogenik kalitim gosterir. Mutasyon sonucunda inflamazomlar anormal
fonksiyon gosterirler. Inflamazomlar IL-1 beta salmimim saglayan kaspazl’i
aktive ederler. Fakat otoinflamatuar hastalilk olan AAA’nde ise IL-1 beta
salmimi kontrolsiiz bir seklide gerceklestirilir. AAA’nin kesin prevalansi tam
olarak bilinmemekle birlikte farkli ¢alismalardan elde edilen verilerle tahmini
bir sonug ortaya ¢ikmustir.

AAA tanis1 koymada en 6nemli yontem klinik degerlendirmedir. Tipik ates ve
serozit ataklar1 ortalama 1-4 giin arasit silirer. Bu da tam1 koymada
yararlanilabilecek etkenlerden biridir. AAA aile hikayesi ve kolsisin tedavisine
olumlu yanit da taniy1 destekleyici etkenlerdir. AAA otozomal resesif kalitim
gosterir. Fakat bazi durumlarda sadece bir mutant allel veya hi¢ mutasyonunun
olmadigi durumlar da ortaya ¢ikabilir. AAA, Mediterranean FeVer (MEFV)
geninde meydana gelen nokta mutasyonu sonucu olusan bir hastaliktir. MEFV
geninin protein Uriinii pirin proteinidir. AAA hastaliginda mutasyona ugrayan
Pirin proteini 781 aminoasitten olusmaktadir. Cogunlukla nétrofil, monosit ve
dentritik hiicrelerde eksprese edilirken lenfositlerde ekspresyonu olmaz. Pirinin
aktiflesmesi ile inflamazom kompleksi olusur. Infalamazomlar kaspazlarin

aktive olmalari i¢in gereklidir. Kaspaz sinifindan olan kaspaz1l normalde



sitozolde pro-kaspazl formunda bulunmaktadir. inflamazom kompleksleri ile
aktif kaspazl formuna doniistiiriilerek pro-IL-1b’y1 IL-1 b’ya aktive eder.
Boylece aktif IL-1b inflamasyona neden olur. Bu ¢alismadaki amacimiz AAA
hastalarinda atak sirasinda ve ataksiz donemde kaspazl mRNA izoformlariin
ekspresyon farkliliklarmin Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR)
yontemiyle ve protein ekspresyonlariin western blot yontemiyle analiz
edilmesidir. AAA hastalarinda akut inflamasyonda kaspazl izoformlar1 ve

protein alt tinitelerindeki degisimin roliiniin olup olmadig1 arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dogal Bagisikhik Sistemi

Dogal bagisiklik sistemi birgok mikroorganizmay1 ve stres uyaricilarini patern tanima
reseptorleri (Pattern Recognition Receptor; PRR) araciligiyla taniyan bir sistemdir. Bu
reseptorler patojen-iliskili molekiiler paternleri (PAMP) ve tehlike-iligkili molekiiler
paternleri (DAMP) baglayan ve germ hatt1 tarafindan kodlanan reseptorlerdir.
PAMP’ler patojen hiicre duvari bilesenleri, niikleik asit ve proteinlerden olusurken,
DAMP’ler iirik asit, 1s1 sok proteinleri (heat shock proteins; HSP), high mobility grup
proteini Bl (HMGB1) ve hiicre dis1 Adenozin Trifosfat (ATP) olarak bilinen ve konak

tarafindan tretilen sinyallerdir (1).

Toll benzeri reseptorler (TLR), C-tipi lektin reseptorleri (CLR), retinoic acid-inducible
gene | (RIG-I)-benzeri reseptorler (RLR) gibi sitozolik reseptorler ve nucleotide binding
oligomerization domain (NOD)-benzeri reseptorler (NLR) gibi membran iliskili
reseptorler olmak tizere toplamda dort farkli PRR ailesi vardir (2). PRR'lerin uyarilmasi,
sinyal yollarinin aktivasyonuyla bagisiklik yaniti tetikler, bu da proinflamatuar

sitokinlerin, kemokinlerin ve biiylime faktorlerinin {iretimine yol agar (3).

Asint iltihaplanmayr ve doku hasarini 6nlemek icin dogal bagisiklik yaniti siki bir
sekilde kontrol edilmelidir. Dogal bagisiklik sisteminin kontrolsiiz aktivasyonu,
otoinflamatuar sendromlar da dahil olmak iizere ¢esitli inflamatuar hastaliklarin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir (4).

Edinilmis bagisiklik cevabinin immiinolojik bellek olusturabildigi ancak dogal
bagisikligin bellek olusturmadig ileri siiriilmektedir (5). Bununla birlikte, son yillarda
yapilan birkag¢ ¢alisma, enfeksiyonlar veya asilardan sonra immiinolojik bellegin dogal
bir versiyonunun indiiklenebilecegini gdstermistir. Farkli patojenlerle ikincil bir uyari
daha genis 6zgiilliik ile daha giiglii bir inflamatuar yanit ile sonuglanir (6,7). Bu haftalar
veya aylar siiren hafiza, “egitilmis bagisiklik” (trained immunity) olarak adlandirilir ve
esas olarak dogal bagisiklik hiicrelerinin, 6zellikle miyeloid soyundan gelen hiicrelerin
epigenetik yeniden programlanmasi ile iliskilidir (7). ilk enfeksiyonlar1 veya asilari
takiben c¢esitli mikrobiyal tetikleyicilere karsi olusan daha giiclii inflamatuar yanit, bu
hiicrelerde hem histon modifikasyonlar1 (yani, H3K4mel, H3K4me3, H2K27Ac,
H3K9me2) hem de metabolik degisiklikler (mTOR yolu {izerinden artan aerobik



glikoliz ve artan mevalonat iiretimi) sonucu gelisir (7,8). Bununla birlikte, egitilmis
bagisikligin  uygunsuz aktivasyonu, bagisiklik yetmezligi durumlarina veya
hiperinflamatuar yanitlara neden olabilir (5-9). Egitilmis bagisikligin uygunsuz
indiiklenmesine bagli hiperinflamatuar yanitlar, bazi inflamatuar durumlarin ve
monogenik otoinflamatuar hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilir veya seyrini
etkileyebilir (10,11). Cesitli otoinflamatuar bozukluklarin molekiiler temelinin
belirlenmesi ve bunlarin altta yatan inflamatuar yolaklara gore siiflandirilmasi, klinik
bulgularin patogenezini ve tedavi yanitlarindaki degiskenligi agiklamada faydal
olmanin yan1 sira inflamatuar Interlokin-1 (IL-1) bloke edici ajanlar gibi hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesine de katkida bulunmustur. Ote yandan, hiperreaktif veya
otonom olarak aktif dogal immiin hiicrelerle iliskili inflamatuar yanitin dinamikleri géz
oniinde bulundurarak siniflandirmaya baska bir boyutun eklenmesi, klinik bulgularin
yorumlanmasinda ve mevcut ilaglarin optimum kullanimi ile daha iyi hasta yonetim

stratejilerinin gelistirilmesinde fayda saglayabilir (12).

2.2. Otoinflamatuar Hastalhiklar

Genellikle kalitsal periyodik ates sendromlart olarak adlandirilan ailesel otoinflamatuar
sendromlar, ates, karin agrisi, ishal, dokiintli veya artralji gibi inflamatuar semptomlarla
karakterize, yasam boyu genis bir fenotipe sahip olup tekrarlayan enflamatuar ataklarin
eslik ettigi nadir ve kalitsal monogenik hastaliklardir. Ates ataklarinin olmadigi
donemlerde hastalar genelde kendilerini saglikli hissederler ve normal fonksiyonlarini
yerine getirebilirler. Ates ataklar1 boyunca yapilan rutin laboratuvar arastirmalariyla
yiiksek oranda eritrosit sedimentasyon orani, 16kositoz gibi siddetli akut faz yaniti, C-
reaktif protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) gibi akut faz proteinleri tespit edilir.
Inflamatuar ataklar genelde herhangi bir tetikleyiciyle meydana gelmemekle birlikte
bazi hastalarda fiziksel uyaricilar (6r. soguga maruz kalma), duygusal stres veya adet
dongiisii gibi etkenler tetikleyici olabilir. Ataklar giinler veya haftalar icinde

kendiliginden diizelirler (13).

Dogal bagisiklik sisteminde meydana gelen bozukluk otoinflamatuar hastaliklarin temel
sebeplerinden biridir. Otoinflamatuar hastaliklarin adaptif bagisiklikla herhangi bir

iligkisi yoktur. Bu tiir hastaliklarda yiiksek titreli otoantikorlar, antijene 6zgti T hiicreleri

ve enfeksiyon tetikleyicileri ile ilgili herhangi bir iliski bulunmamaktadir (12,14).



Otoinflamatuar terimi 1999 yilinda McDermott ve arkadaslar1 tarafindan tekrarlayan
akut inflamatuar fenotipi tanimlamak i¢in kullanilmistir. Giiniimiizde ise birkag kalitsal
otoinflamatuar sendrom tanimlanmistir. Bu hastaliklarin temel tedavi yontemi klinik
degerlendirme iizerinden yapilmaktadir. Bunun disinda detayli klinik inceleme ve aile

Oykiist, etnik kdken de tani i¢in yardimci etkenlerdir (13).

Otoinflamatuar hastaliklar, hiicresel bagisikligin dogrudan rolii olmadan, temel olarak
direk patojenik otoantikorlarin veya kendi antijenlerine karsi hiicresel immunitenin
olmadigi, proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin asir1 iiretildigi dogal bagisiklik
sistemi ile iligkili patolojik durumlardir (12). Otoinflamatuar bozukluklarin
simiflandirmast temel olarak dogal bagisiklik cevabmin diizenlenmesini etkileyen
mekanizmalara veya  bunlarin  patogenezinde yer alan asir1  dretilmis

sitokin/inflamatuvar mediyator tiplerine dayanmaktadir (15,16).

Patogenezlerine gore otoinflamatuar sendromlar, inflamazomopatiler, Niikleer faktor
kappa b (NF-kB) aktivasyon sendromlari, dogal bagisiklik sisteminin protein katlanma
bozukluklari, kompleman bozukluklari, sitokin sinyal bozukluklar1 ve makrofaj

aktivasyon bozukluklar1 seklinde Tablo 2-1’de simiflandirilmistir (15).

Tablo 2-1: Otoinflamatuar sendromlarin ve hastaliklarin klinik simiflandirilmasi
(15. kaynaktan uyarlanmistir)

inflamazomopatiler ~ (IL 1 beta Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)
aktivasyonu) Ailevi soguk alginligi sendromu (FCAS) Muckle-
Wells sendromu (MWS)  Neonatal

baslangigli multisistem enflamatuar hastalik
(NOMID) / kronik infantil nérolojik kutandz
eklem sendromu (CINCA)
Majeed sendromu
NF-kB aktivasyon sendromlari Crohn hastalig1
CAMPS
Blau sendromu
Guadeloupe periyodik atesi (FCAS2)
Dogal bagisikhk sistemin  protein TRAPS
katlanma bozukluklar: Spondiloartropatiler
Komplemen bozukluklari aHUS
AMD



PFAPA

Makrofaj aktivasyon bozukluklar: Still sendromu, 1JS
Chediak-Higashi sendromu
Griscelli sendromu
X'e bagli lenfoproliferatif sendrom
Hermansky-Pudlak sendromu
Ailevi hemofagositik lenfohistiyositoz (FHLH)
Ikincil hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH)
Ateroskleroz

Sitokin sinyal bozukluklari Cherubism

Ailevi kalitsal periyodik ates sendromlari, kalict genetik bozukluklar1 olan ve belli
araliklarla ortaya cikan klinik belirtilere sahip benzersiz bir hastalik grubundan olusur.
Bozuklugun genetik yapisinin yaninda semptomlarin enflamatuar karaktere sahip
Olmasi, otoinflamatuar teriminin de bu sendromlar i¢in kullanilmasina sebep olmustur

(17).

2.3. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)

2.3.1. Tanim

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) diinya capinda goriilen en yaygin otoinflamatuar
hastaliklardan biridir (18). 1945°te Sheppard Siegal, dnceden bes Yahudi hastada da
goriilen hastaliga benzer kendi hastaligini “iyi huylu paroksismal peritonit (benign
paroxysmal peritonitis)” olarak nitelendirmisti. Bunlarin hepsinde de deri bulgulari,
tekrarlayan peritonit ve periyodik ates ataklart bulunmustur. 1954’te Hobart Reimann
AAA hastaligindan bahseden ve onun periyodik olduguna dair konusan ilk klinisyendir.
Ayrica siklik, ritmik, epizodik, tekrarlayan, paroksismal vb. tabirler de bu hastalig: tarif
etmek i¢in kullanilmigtir. 1955°te Harry Heller ve arkadaslari tarafindan tim AAA
klinik tablosunu detayl bir sekilde tanimlanmis ve kalitimi ortaya konmustur. Ayrica
amiloid birikiminin AAA hastaliginin en agir komplikasyonu oldugu da tespit edilmistir
(14). Erken baslangi¢li, aile hikayesi olan ve artrit, plorit veya erizipel benzeri eritem

olan ve kolsisin tedavisine uyumu zayif olan hastalarda amiloidoz riski yiiksektir (19).



Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), tekrarlayan ates ataklariyla birlikte peritonit, plorezi, artrit
veya erizipelaz-benzeri eritem gibi semptomlarin da eslik ettigi otozomal resesif bir
hastaliktir (20). Bahsi gecen semptomlarin etkisi genelde 12-72 saat arasi siirmektedir.
Ayrica bu belirtiler bagslamadan 1-2 giin 6nceden ortaya ¢ikan yapisal, noropsikiyatrik
veya fiziksel belirtiler, istah ve tat degisiklikleri olarak bilinen prodromal semptomlar
bulunmaktadir (21). En agir semptomlarindan olan ve bobrekleri etkileyen serum
amiloid A (SAA) tiim hastalarda goriilmemektedir (20).

AAA ataklarmin genel tetikleyicileri duygusal stres, yorucu fiziksel aktivite, adet
kanamalari, beslenme degisiklikleri, kontraseptif kullanimi, hipovitaminoz D olarak
bilinmektedir. Tek basina veya ¢esitli kombinasyonlarda karin, gogiis veya bir veya
birden fazla eklem ile ilgili agrili semptomlar1 olan ates ndbetleri, Akdeniz havzasinin
bircok bolgesinde yasayan insanlar tarafindan en sik bildirilen semptomlardir. Ates,
inflamatuar ndbetlerin %96’sinda goriilmekle birlikte viicut 1s1s1 40 °C’nin {izerine ¢ikar
ve yaklasik olarak 6 saatten 72 saate kadar siirer. Su ana kadar ii¢ ¢esit bagimsiz AAA
fenotipi tanimlanmistir. Bunlardan biri peritonit, plorezi veya artrit kaynakli kisa siireli
ve agrili ates ataklaridir. ikinci olarak nefropatik amiloidoziz dedigimiz terminal bobrek
yetmezligine sebep olan fenotiptir. Sonuncu olarak da iki tane Mediterranean FeVer
(MEFV) mutasyonuyla karakterize olan ve AAA ile ilgili klinik semptom gdstermeyen
ve amiloid iliskili olmayan fenotiptir. Ataklarin diizenli bir periyodu olmamakla birlikte
haftada bir kez ile on yilda bir kez arasinda degismektedir. Vakalarin %50’si ilk on
yilda baglamakla beraber semptomlar yasamin ilk aylarinda goriiliir. Klinik belirtileri
cok erken donemde ortaya ¢ikar ve pediyatrik donemdeki bir¢cok hastalikla
karistirilabilir (14).

AAA’nin semptomlarini yaygin ve nadir goriilen semptomlar olarak ikiye ayrilmaktadir
(22).

Yavgin AAA belirtileri:

- Tekrarlayan ates

- Karn ataklari

- Eklem ataklar1

- On belirtiler (Atak dncesi semptomlar)
- Plevral ataklar

- Perikardit (kalp zari iltihabi)



- Amiloidoz

Nadir semptomlari:
- Uzun siireli atesli miyalji
- Erizipel benzeri eritem
- Vaskiilitler
- Azalan dogurganlik
- Azalmis atopi (Birka¢ ¢alisma, AAA’nin astim, atopik duyarlilasma ve
alerjik rinit gelisimine karst koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermistir.)

- Kronik ascites ve peritoneal malign mezotelyoma

AAA’nden ilk kez bahseden Janeway ve Mosenthal olmustur. Hastalik 6 yasindaki bir
Yahudi kiz ¢ocugunda tekrarlayan ates ve karin agrist seklinde raporlanmistir. AAA
monogenik kalitim gosteren bir hastalik olup Oncelikli olarak dogal bagisiklik sistemi
etkilenmigtir. Hastalikla iligkili gende meydana gelen mutasyon sonucu anormal
fonksiyon gosteren inflamazomlar olusur. Inflamazomlar IL-1 beta salinimindan
sorumlu olan kaspaz1’i aktive ederler. Fakat otoinflamatuar hastalik AAA’nde ise IL-1

beta salinimi kontrolsiiz bir seklide olmaktadir (23).

2.3.2. Prevalansi

Genellikle Akdeniz bolgesinde yasayan insanlart (Araplar, Tiirkler, Ermeniler,
Yunanlilar, Yahudiler ve Italyanlar) etkilemesine ragmen, seyahat ve gd¢ gibi
nedenlerden dolayr tiim diinyada goriilmeye baslanmistir (18). AAA’nin kesin
prevalansi tam olarak bilinmemekle birlikte farkli ¢alismalardan elde edilen verilerle
tahmini bir sonu¢ ortaya ¢ikmistir. Tiirkiye prevalansin yayginligt acisindan ilk sirada
bulunmaktadir. Bu yayginlik yaklasik olarak 1:400’den 1:1.000’e kadar degismektedir.
Israil’de bu deger 1:1000 degerinin iistiinde iken, Ermenilerde ise yaklasik olarak
1:500°diir. Diger Ortadogu iilkelerinde de goriilmekle birlikte sayisal olarak kesin bir
deger verilememektedir. Ayrica, AAA farkli popiilasyonlarda fakli klinik semptomlar
gosterdiginden popiilasyonlardaki mutasyon ¢esitliligi degiskenlik gostermektedir (20).
Avyrica erkeklerdeki prevalans kadinlardan daha yiiksektir (24).



Ayrica, farkli etnik gruplar arasinda da AAA belirtileri farklilik gosterebilir (Tablo 2-2).
Farkli popiilasyonlardan elde edilen sonuglara gore ates ve peritonit hastalarin

%90’ 1ndan fazlasinda goriilmiistiir (20).

Tablo 2-2: Ailevi Akdeniz Atesi semptomlarinin farkh popiilasyon ve iilkelere gore
dagilim (20.kaynaktan uyarlanmistir)

Ermenistan Tiirkiye Israil Araplar Italya Girit Japonya

Hasta sayisi 335 2.838 576 175 71 71 80
Ates % 94 92 100 100 92 80 98
Peritonit % 91 93 96 93 91 76 55
Plorezi % 84 31 43 32 52 21 61
Artrit % 39 47 70 33 63 38 27

2.3.3. AAA Tams1
AAA tanist koymada en etkili yontem klinik degerlendirmedir. Tipik ates ve serozit
ataklar ortalama 1-4 giin arasi siirer. Bu da tan1 koymada yararlanilabilecek etkenlerden

biridir. AAA aile hikayesi ve kolsisin tedavisine olumlu yanit da taniy1 destekleyici

etkenlerdir (20).

Kandaki fibrinojen seviyesi, SAA ve C-reaktif protein gibi etkenler spesifik olmadiklar
icin baglangi¢ tanist koymada etkili degildirler. Fakat hastalik gidisatinin takibinde ve
hastanin tedaviye yanitinin izlenmesinde kullanilabilirler. Eger bu bahsedilen belirti ve

bilesenler yoksa, genetik tan1 yontemine bagvurulur (20).

AAA tanist icin spesifik bir test olmamakla birlikte bazi tani kriterleri onerilmistir. Bu
kriterlerin hepsi de klinik veri bazli olup ve hastanin etnik kokeniyle veya aile
hikayesiyle desteklenmektedir. Dolayisiyla farkli tani kriterleri giiniimiize kadar
gelistirilmistir. Bunlardan biri Tel Hashomer Kriteridir (Sekil 2-1). Bu kriter Sohar ve
arkadaslar tarafindan gelistirilmis ve yetiskin Israil niifusunda klinik gozlemlerden
baslayarak yayimlanmistir. Bu kriter ¢ogu klinik ortamlarda en yaygin kullanilan
kriterdir. Eger 2 major kriter veya 1 major ve 2 minor kriter sart1 saglanirsa AAA tanisi

dogrulanmis olur (14).
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‘ 2 Majorveyal
 maijor + 2 minér

Genetik test

Sekil 2-1: Tel Hashomer yontemiyle AAA tamsi1 koyma (24)

1997 yilinda Livneh ve arkadaslari tarafindan Tel Hashomer kriterinde bulunan klinik
elementleri onaylamak i¢in yeni bir kriter gelistirilmistir (Sekil 2-2). Fakat bu kriterde
amiloidoz gibi diger belirtiler diglanmustir (14).

——_.
/\

MINOR KRITERLER
MAIJOR KRITERLER Devam eden karin agrisi ataklar
Tipik peritonik ataklar Devam eden gogiis agrisi ataklari
Tipik plorezi/perikardit ataklar Devam eden eklem agrilari ataklar:
Tipik monoartrik ataklar Kolsisine yanit
Ates (38 °C veya tizeri ) Bacaklarda agri

Sekil 2-2: Livneh Kriteri (14)
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Cocuklarda AAA tanis1 koymak i¢in yetigkinlere uygulanan ayni klinik kriterler
uygulanir. Bununla birlikte, ¢ok kiigiik yastaki ¢ocuklarda tam klinik tablonun ortaya
cikmasinda gecikme, atipik belirtilerin varlig1 ve ailede anlamli bir 6ykii bulunmamasi
ek zorluklara neden olabilir. Bu tiir problemlerden dolay1 2009 yilinda AAA pediyatrik
poplilasyonu i¢in yeni bir kriter olarak Tirk AAA Pediyatrik Kriteri formiile edildi
(Sekil 2-3) (25).

Tiirk AAA Pediyatrik Kriterleri

Ates (38 °C tizerinde, 6-72 saat stireli, atak sayisi >3)

Karin ile ilgili agrilar (6-72 saat siireli, atak sayis1 >3)
Gogiis agrisi (6-72 saat siireli, atak sayis1 >3)
Oligoartrit (6-72 saat siireli, atak sayisi >3)

AAA aile hikayesi

Sekil 2-3: Tiirkiye’de tammlanms AAA pediyatrik Kriteri (26)

Tiim bu kriterler g6z oniline alindiginda, AAA tanis1 koymada en 6nemli etkenin klinik
zemin oldugu goriilmektedir. Genetik testler de tani i¢in uygundur fakat klinik olarak
AAA tanis1 konmus bazi hastalarda ya heterozigot ya da hi¢c MEFV geni mutasyonu
bulunmayabilir. MEFV geninde 280 farkli varyant tanimlanmis olmakla birlikte
bunlarin ¢cogu ekzon 10 iizerinde 680 ve 761 aminoasitleri arasindadir. MEFV geninde
meydana gelen mutasyon sonucunda anormal pirin proteini olusur. Ilk iic MEFV
mutasyonu 1997 yilinda tanimlanan M694V, M680IGC ve V726A mutasyonlaridir.
M694V mutasyonunda 2080. niikleotidde bulunan A—G substitiisyonu ile valin
yerine metiyonin, M680IGC mutasyonunda 2040. niikleotidde bulunan G—C
degisimi ile metiyonin yerine izoldsin kodlanir. V726 A mutasyonunda 2177. niikleotidde

T—C substitiisyonu ile valin yerine alanin kodlanir (24).

2.3.4. AAA Tedavisi

Kolsisin 1972°den beri AAA tedavisinde kullanilmaktadir. Kolsisin, pirin proteini ile
iligkili olup, tubulin monomerlerine baglanarak polimer olusumunu engelleyip aktin
hiicre iskeletinin organizasyonunu degistirir. Kolsisin tedavisiyle ates ataklari tamamen

durdurulamaz. Bu tedaviyle amiloid birikimi dnlenebilir (18).
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Kolsisin antigut ve antimitotik bir ajan olarak inflamatuar yanittaki 16kosit
hareketliligini ve fagositozu engeller. 2009 yilinda, Amerikan Gida ve ila¢ Idaresi
(FDA) kolsisinin AAA hastalarin1 tedavi etmek icin kullanilmasina onay vermistir.
Kolsisin, FMF tedavisinde altin standarttir, ancak hastalarin 6nemli bir kismi yeterince
yanit vermeyebilir veya direngli olabilir (27). IL-1 beta inhibitorlerinin (anakinra,
rilonacept, canakimumab) kolsisine direngli veya kolsisine duyarlt hastalarda

kullanilmasi 6nerilmistir (24,28).

Kolsisin eski zamanlardan beri kullanilan bir anti-inflamatuardir. Bir alkaloid olan
kolsisin Colchicum autumnale olarak adlandirilan bir bitkiden elde edilir (Sekil 2-4)
(29).

Sekil 2-4: Colchicum autumnale bitkisi (29)

Kolsisin trisiklik bir alkaloiddir. Sekil 2-5’te goriildiigii gibi kolsisin trimetoksifenil
iceren A halkasi, yedi pozisyonda asetamid bulunduran yedi iiyeli B halkasi ve

tropolonik CC halkasindan olusmaktadir (29).
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Sekil 2-5: Kolsisinin yapisi (29)

Kolsisin inflamatuar siireci engelleyerek etkisini gosterir. Notrofillerin aktivasyonunu,
degraniilasyonunu ve migrasyonunu engeller. Beta tiibiiliine baglanarak tiibiilin-kolsisin
kompleksini olusturur. Boylece mikrotiibiill ve mitotik iplik olusumu engellenir.
Kolsisinin etki etmesi tiibiiline baglanan A ve C halkalarina baghidir. C halkasinin
analogu olan tropolone metil ester ve A halkasinin analogu olan mescaline tiibiiline

baglanarak miktotiibiil polimerizasyonunu engeller (29).

2.3.5. Genotip

AAA, Mediterranean FeVer (MEFV) geninde meydana gelen nokta mutasyonu sonucu
olusan bir hastaliktir (24). Bu gen 1977 yilinda iki bagimsiz ¢alisma grubu tarafindan
tanimlanmistir (Fransiz FMF Konsorsiyumu, 1997; Uluslararast FMF Konsorsiyomu,
1997). MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda p13.3 bdlgesine lokalize olup,
toplamda 10 ekzondan olusmaktadir. 781 amino asitten olusan 86 KDa’luk pirin
(Uluslararas1t FMF Konsorsiyomu’nun adlandirmasi) veya marensotrin (Fransiz FMF
Konsorsiyumu’nun adlandirmasi) proteinini kodlar. Bu kesif AAA ve diger

otoinflamatuar hastaliklarin patojenezini anlamada baslangic noktasint olusturmustur

(14).

MEFV genine ait ekzon 10 iizerinde M680I, M694V, M6941 ve V726A mutasyonlari
bulunmaktadir. E148Q mutasyonu ise ekzon 2 {izerinde sonradan tanimlanan MEFV
geni mutasyonudur (Sekil 2-6). Bu mutasyonlar AAA’nin yaygin oldugu iilkelerde en

yaygin bulunan MEFV geni mutasyonlaridir. Bazi ¢aligsmalarla bu 5 mutasyonun
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Ortadogu bolgesindeki AAA kaynakli hastaliklarin %85’inden fazlasindan sorumlu
oldugu gosterilmistir (20).

1 2 3 Bl s 6 7 8 2 10
2w E148Q P368S FaTaL 5917 MES4Y
RAOBQ V7264
MESOH{GX)
MESY
MEBOL{GA)

R761H
ATALS

Sekil 2-6: MEFV geni mutasyonlarinin ekzonlar iizerindeki dagilimi. Mutasyonlar
daha cok ekzon 10 iizerinde yogunlasmis durumdadir. Bazi1 ekzonlarda (ekzon 4,
ekzon 6, ekzon 7 ve ekzon 8) mutasyon saptanmamistir. Bazilarinda ise (ekzon 1,
ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 9) bir veya birka¢ tammmlanms mutasyon
bulunmaktadir (23).

2.3.6. Pirin

Pirin, AAA hastaliginda mutasyona ugramis bir proteindir ve yukarida da bahsedildigi
gibi MEFV geninin protein tirliniidiir. Bu protein 781 aminoasitten olugmakla birlikte
cogunlukla nétrofil, monosit ve dentritik hiicrelerde eksprese edilirken lenfositlerde

ekspresyonu olmaz (30).

Pirin apoptozun, inflamasyonun ve sitokinlerin diizenlenmesinden sorumludur ve
inflamatuar yanit1 baskilayici bir role sahiptir. N ucunda bulunan pirin domaini (PYD);
B kutusu (B box); alfa sarmal yapisi (Coiled coil) ve C ucunda bulunan B30.2
(PRYSPRY) domaini olmak fizere toplamda 4 domainden olusur (Sekil 2-7). Bu
domainlerin her biri spesifik protein-protein etkilesimine sahiptirler. PYD domaini
terminal ucta 6lim domaini kivrimi (death domain fold, DDF) bulundurur. Bu yap1
apoptozda rol oynayan apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(ASC) proteini ile bag olusturur. Bu da nuclear factor kappa beta (NK-kB) ve
prokaspaz1’i aktif ederek IL-1b iiretimini baskilar. Mutasyona ugramis pirin ise bu
baskilamay1 yapamaz ve inflamatuar yanit olusur. B30.2 domaini MEFV geni

mutasyonlariin en ¢ok oldugu yerdir (23).
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N-terminal «—— PYD B BOX o B30.2 — C-terminal

HELIKS

| o

ASC
Proteini ile Kaspaz-1 aktivasyonu
etkilesim

|

Kaspaz-1 aktivasyonu
NF-kB aktivasyonu
Apoptoz

Sekil 2-7: Pirin proteininin yapisi. Dort bolge igerir. B30.2 ve PYD kaspazl

aktivasyonu ile ilgili nemli bolgeleridir (23).

Pirin proteini sitozolik patern tanima reseptorleri (PRRs) grubuna ait bir protein olup
patojen/tehlike-iliskili molekiiler paternlerin (PAMPs/DAMPs) varligina bagli olarak
dogal bagisiklik yanitlarin1 kontrol eder. Aktive olduktan sonra multiprotein sinyal
kompleksleri olan inflamazomlarin olusumunu saglar. Inflamazomlar da pro-kaspazl’i
aktif kaspazl’e doniistiiriir. Aktif forma gecen kaspazl de pro-IL1B’y1 IL1B’ya

doniistiirerek nekrotik hiicre 6liimii olan piroptozu baglatir (31).

Pirin proteini Rho A GTPaz inhibisyonunu tespit eden bir inflamazom sensoriidiir. Rho
A‘nin ¢esitli etkenler (bakteriyel toksinler vb.) sonucu inaktive edilmesi pirin
inflamazomun aktivasyonunu tetikler. Pirin PKNI1/2 kinazlariyla fosforilasyona
ugrayarak inaktif formda tutulur (32). Boylece pirin proteini Ser-205 ve Ser-241
aminositleri iizerinde fosforilasyona ugrar ve 14-3-3 saperon proteinin baglanmasi
engellenir. Toksin stimiilasyonu veya bakteriyel enfeksiyonla modifiye olan Rho inaktif
hale gelir ve Ser-205 ve Ser-241 defosforilasyona ugrar. Defosforilasyon iglemi 14-3-3
proteinin ayrilmasini tetikleyerek pirini aktif hale getirip, Pirin-ASC inflamazom
kompleksinin olusmasim saglar (Sekil 2-8). Bunun yaninda, mikrotiibiiller de pirin
aktivasyonunda 6nemli role sahiptirler (33). Pirin proteini mikrotiibiillerle kolokalizedir.
Bu yiizden, pirin de kolsisin gibi mikro-tiibiil destabilize ajan olarak aktivite gosterir.

Boylece pirin ASC ile oligomerize olamaz ve inflamazomun aktif olmasi dnlenir (24).
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Sekil 2-8: Rho-modifiye edici toksinlerin olusturdugu pirin inflamazom kompleksi
(33)

Pirin ASC’ye baglanarak kaspaz1’in diizenlenmesinde rol oynayan bir proteindir. ASC
pro-kaspazl aktivasyonunda dnemli fonksiyona sahip olup, PYD ve CARD olmak {izere
iki domainden olusur. Pirinle etkilesimi sonucu meydana gelen Pirin-ASC kompleksi,
ASC-bagimli kaspazl aktivasyonu i¢in 6n kosuldur. Pirin proteinine ait B30.2 domaini
patojenleri algilayarak (PAMPs) pirinin ASC’ye baglanmasini saglar. Baglanma pirinin
PYD domaini ile ASC’nin PYD domaini arasinda gerceklesir. Sonrasinda pirin-ASC
kompleksi pro-kaspaz1’in CARD domainine baglanarak pirin inflamazomu olusturur.
Pirin inflamazom da pro-IL1 betay1 IL-1 betaya doniistiirerek inflamasyona neden olur
(Sekil 2-9) (30).
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Sekil 2-9: Pirin aracili inflamazom diizenlenmesi (30)

2.3.7. inflamazom

Inflamazomlar sistein proteaz sinifindan olup kaspaz1’in aktivasyonundan sorumlu olan
ve inflamasyonu uyaran multiprotein komplekslerdir. Kaspaz1 aktivasyonu sonucu pro-
IL-1 betanin IL-1 betaya doniisiimiinde rol alirlar (34). Ayrica bu kompleksler olgun IL-
18 tretiminden (35) ve bakteriyel patojenler tarafindan tetiklenen piroptoz olarak

adlandirilan hiicre 6liimiinden de sorumludurlar (36).

Inflamazom terimi ilk kez 2002 yilinda inflamatuar kaspazlarm aktivasyonundan
sorumlu molekiiler mekanizmalar olarak tanimlanmistir. Inflamazomlar inflamazom
sensorii, ASC adaptor proteini ve kaspazl’den olusur. ASC proteini PYD ve CARD
domaininden olusan bir proteindir. Patojenlerin varliginda (DAMPs/PAMPs),
inflamazom kompleksi olugmaya baglar. ASC proteininin PYD domaini inflamazom
sensOriinin PYD domaini ile etkilesirken, CARD domaini ise kaspazl’in CARD
domaini ile etkilesir. Boylece oligomerizasyon sonucu inflamazom kompleksi meydana
gelir. Kaspaz1’in inflamazom kompleksine dahil olmasiyla inaktif formdan aktif forma
dontisiir ve proteolitik aktivite kazanirlar. Aktif kaspazl ise olgun IL-1 beta liretimini

gerceklestirir (37).

Inflamazomlar patofizyolojik uyaricilara karsi olusan komplekslerdir. inflamazom
aktivasyonunun ilk adimi PRR’ler araciligiyla DAMP ve PAMP’larin taninmasidir.
Farkli PAMP ve DAMP tiirlerini tanimak i¢in belirli 6zgiinliikler olusmustur. Simdiye
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kadar inflamazom sensorii olarak fonksiyon gosteren 5 tane PRR tanimlanmustir.
Bunlardan 3 tanesi NLR (NOD-benzeri reseptorler) ailesindendir: NLRP1, NLRP3,
NLRC4. Diger ikisi NLR ailesinden degildir. Bunlar absent in melanoma 2 (AIM2) ve
pirindir. Bunlar disinda NLRP2, NLRP6, NLRP7 gibi inflamazom olusumunda goérevli
baska sensorler de tanimlanmasina ragmen bunlarin mekanizmalar1 hakkinda tam bir

bilgi bulunmamaktadir (37).

2.3.8. Kaspaz-1 (IL-1b Déniistiiriicii Enzim-1CE)

Kaspazlar (cysteinyl aspartate-spesific protease family) sistein proteaz ailesinin bir
tiyesi olup apoptozda rol alan 6nemli enzimlerdir. Kaspazlar inaktif formda eksprese
olup sonrasinda aktif hale gecerler (38). Kaspazlarin bir {iyesi olan kaspazl, sitosolde
pro-kaspazl (zimojen) olarak bulunur. Proteolitik olarak aktivite gosterebilmesi igin
inflamazom komplekslerine ihtiya¢ duyar. Aktiflesen kaspazl pro-IL-1 beta ve pro-I1L-
18’in olgun IL-1 beta ve IL-18’e doniisiimii saglar. Ayrica kaspazl nekroz, piroptoz ve
apoptozda rol oynar (39).

Kaspazlarin aktive olmasi i¢in iki tane onemli adim kritiktir. Birinci adim kaspaz
monomerlerinin biiylik ve kiiglik alt birimlerini dimerize olup tam proteazi
olusturmasidir. ikinci 6nemli adim ise kaspaza ait monomerlerin proteaz domaininde
kesilmesidir. Kaspazin dimerizasyonu sonucu monomerlerin enzim aktivitesine sahip
bolgesinde yapisal degisiklik meydana gelir. Ayrica kaspazlarin aktivitesi IDL
(Interdomain Linker) ve CDL (CARD Domain Linker) bdlgelerinde meydana gelen
coklu spesifik kesilmelerle de diizenlenir. CDL CARD domainini biiyiik alt birime
baglarken; IDL biiyiik ve kiigiik alt birimlerini birbirine baglar. IDL’de baz1 bdlgelerden
kesilen kaspazl p33/p10 formu olan aktif tiir olusur. Bu tiir bir¢ok substrati (pro-IL-1b,
pro-1L-18 ve GSDMD) keser. Fakat CDL bolgesinde kesilme sonucu aktif p33/p10 tiirii
p20/p10 formu olusur. Bu kesilme sonucu aktif kaspazl tiirliniin proteaz aktivitesi
sonlandirilir. CDL bdlgesindeki kesilmesinin inhibisyonu sonucu ASC adaptor
proteininin kaspazl p33/pl0 tiirii ile olan etkilesimi stabilize olup artan kaspazl
aktivitesi ile sonuglanir. Fakat uyarilmis CDL’de p33/p10 kesilmesi sonucu p20/p10
formu olusur ve kaspazl dimerleri ayrilarak kaspazl aktivitesinde kayba neden olur
(40).

Kaspazlarin dimerizasyonla aktive olmasina bazal aktivite denir. Bazal aktivitenin tek

basina kaspazlarin substratlarin1 kesmesi icin yeterli degildir. Bazal aktivite kaspazl
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dimerlerinin IDL’de kesilmesi ic¢in yeterli aktiviteyi saglar. Dimerizasyon diginda
autoprocessing siirecinin de kaspazlarin aktivasyonunda ve pro-IL-1b’y1 kesmesinde
onemli bir siire¢ oldugu bildirilmistir. Ayrica IDL’de meydana gelen posttranslasyonel
modifikasyonlar (fosforilasyon vb.) IDL kesilmesini ve inflamatuar sinyali etkileyebilir.

Fakat bu siire¢ deneysel olarak test edilmemistir (40).

Insan kaspazl cDNA’s1 (CASP1) Cerretti ve arkadaslari tarafindan ilk kez klonlanarak
genomik dizisi belirlenmistir. Lokalizasyonu 11922-q23 kromozomal bolgesidir.
Toplamda 10 ekzondan olusan CASP1 yaklasgik 10.6 kb boyutundadir. Bu gende
meydana gelen alternatif kesilmeler sonucu alfa, beta, gama, delta, epsilon ve zeta
izoformlar1 olugmaktadir (Sekil 2-10) (41). En uzun izoform olan alfa 1346 bg igerir ve
404 aminoasit kodlar. En baskin izoform olarak da karsimiza ¢ikar. Beta izoformu 1158
bg igerir ve ekzon 3 tamamen kesilmistir. Bu izoform 383 aminoasit kodlar. Gama
izoformunda ise ekzon 2’nin biiylik bir kism1 ve ekzon 3’iin tamami yoktur. Bu izoform
da 969 bg icerir ve 291 aminoasit kodlar. Delta izoformu 825 bg igerir ekzon 2’nin
bliylik bir kismi, ekzon 3 ve ekzon 7 nin tamami kesilmistir ve 356 aminoasitten olusur.
Epsilon izoformunda ekzon 2’nin biiyiik bir kism1 ve ekzon 3’ten ekzon 7’ye kadar
yoktur. 300 bg icerir ve 98 aminoasit kodlar. Zeta izoformu 1131 bg igerir ve 365
aminoasit kodlar. Bu izoformlardan alfa, beta, gama ve zeta proteolitik olarak aktive
olup apoptozu uyarirlar. Fakat delta ve epsilonda katalitik domain olmadig i¢in

apoptozu uyarmazlar (42).

ATG TAA
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Sekil 2-10: Alternatif olarak kesilmis kaspazl izoformlar: (41)
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Kaspazl, 45 kDa’luk bir proform olarak sitoplazmada bulunur. Aktive olduktan sonra
kiigiik fonksiyonel parcalara boliiniir (41). Kaspazl, C-ucunda CARD domaini, biiyiik
alt birim (p20) ve N-ucunda kiigiik alt birim (p10) olmak {izere ii¢ bilesenden meydana
gelen bir yapidir. CARD domaini baglayicist (CDL) CARD domaini ile biiyiik alt birimi
birbirine baglarken; interdomain baglayict (IDL) da her iki alt birimi birbirine baglar
(Sekil 2-11). Kaspazl’in proteaz aktiviteye sahip olmasi i¢cin dimerizasyona ugramasi

gerekir. Aktif kaspazl tiirleri bu baglayic1 bolgelerdeki ayrilma ve kesilme sonucu

olusurlar (Sekil 2-12) (43).

Kaspaz-1

D304 D308
D300||D313
D103 D122 C284 D296|(||| D314

L
11.5kD 19.6 kD 10.4 kD
33.1kD

Sekil 2-11: Kaspaz1’in yapisi (43)

%Mﬂ

p33/p10 p20/p10

Sekil 2-12: Potansiyel aktif kaspazl1 tiirleri (43).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

“Buz Makinas1 (Cornelius)”

“Buzdolab1 -80 °C (Thermo Scientific)”
“Buzdolab1 +4 °C / -20 °C (Beko)”

“Distile Su Cihaz1 (Milipore)”

“Laminar Akish Steril Kabin (Nuanre)”
“Pipet Seti (Gilson)”

“Vorteks (Stuart)”

“CCD Kameral1 Jel Goriintiileme Sistemi (UVP)”
“Yatay elektroforez tanki”

“Sogutmal1 Santrifiij (Rotanta460r)”
“Microfuge Sogutmali Mikrosantrifuj”
“Ceker Ocak”

“Manyetik Karistirici-Isitic1”

“PZR Cihazi (Eppendorf, Mastercycler)”
“Su Banyosu (Memert)”

“Elektroforez Tanki (Biorad)”

“Inkiibator (Thermo Electron Corporation)”
“S1v1 azot tank1 (StateBourne)”

“Vi-Cell hiicre sayim cihazi (Beckman coulter)”
“Falkon tiip (15ml-50 ml)”

“Ependorf tlip

“Nanodrop-2000” cihaz1 (Thermo Scientific)”
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“Fusion FX7 Imaging System (Vilber, France)”
“Mikrodalga firin (Argelik)”

“Real Time PZR (Light Cycler, 480-11, Roche)”
“Santrifiij (Hettich)”

“i-Blot jel transfer cihazi (Invitrogen)”

3.1.2. Kullanilan Kitler
“PureLink, RNA Mini Kit’ (Invitrogen)”

“Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche)”
“iBlot™ Transfer Stack, PVDF (Thermo Fisher Scientific)”

“Supersignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher

Scientific)”

3.1.3. Kullamlan Soliisyonlar
“RPMI 1640 Besiyeri (Gibco)”

“RIPA Buffer (Protein Lysis Buffer ThermoFisher Scientific)”
“LDS sample buffer (ThermoFisher Scientific)”

“Color stained protein standard broad range (11-245 kDa) marker

(ThermoFisher Scientific)”

“Bolt %4-12 Bis-Tris SDS-PAGE Jel (ThermoFisher Scientific)”
“20X Bolt SDS-MES running buffer (ThermoFisher Scientific)”
“Proteaz Inhibitér tablet (Roche)”

“PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi)”

“LPS (100 ng /ml)”

“HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)”

“RBL (Red Blood Cell Lysis) Buffer”

“TBST soliisyonu”
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e 20X TBS Tween-20 (%0.05)
e Distile su

e Tween (%10)

2

“Bloklama Soliisyonu (Blocking Buffer)

e 9%0,1 TBST

e Sittozu

3.2. Yontem

3.2.1. Hasta Ornekleri

Bu calisma icin gerekli hasta drnekleri Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali Romatoloji Bilim Dal1 tarafindan saglandi. Calismada gerekli olan etik
kurul onay1 Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan (22.11.2019, No.: 1264) alinmustir.
Hastalara bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak, 10 ml periferik kan alinmistir.

Hastalara ait bilgiler Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Calisgmada kullanilan hasta bilgileri

Hasta Atak Cinsiyet Yas Mutasyon

No. Durumu
1 Ataksiz K 54 Yok
2 Ataksiz K 69 -

3 Ataksiz K 27 M694V Homozigot
4 Ataksiz K 44 M694V Homozigot
5 Ataksiz K 40 M6801 Homozigot
6 Ataksiz K 52 -
7 Ataksiz K 38 M694V Heterozigot
8 Atakli K 33 -
9 Atakli K 29 -

10 Atakli K 34 -

11 Atakli K 43 -
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12 Atakli K 44 -
13 Atakli K 38 M694V Homozigot
14 Atakli K - -
15 Atakl K - -
16 Atakli E 51 M694V Homozigot
17 Atakl E 39 -
18 Atakli E 32 M694V Homozigot

3.2.2. Hasta Kanlarindan Nétrofil izolasyonu

Notrofiller 10 ml periferik kandan izole edildi. Tim kimyasallar oda sicakligina
getirildi. Hastaya ait 10 ml’lik kan 50 mI’lik falkon tiipe aktarilip {izerine 3 kat1 kadar
RBL (Red Blood Cell Lysis) eklendi. RBL ekledikten sonra falkon tiip 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan 1500 rpm 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra {ist s1v1 atild1 ve pellet kismu elle tiipe vurularak ¢ozdiiriildii. Ornek
miktart kadar (10 ml) RBL eklenerek oda sicakliginda tekrar 10 dakika inkiibe edildi.
Ardindan 1500 rpm 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij ijleminden sonra {ist s1v1 atild1
ve pellete elle vurularak yavag bir sekilde ¢ozdiiriiliirdii. Ardindan pellet 2 ml HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution) iginde ¢ozdiiriildii. Onceden 50 ml’lik falkonda
hazirlanmis olan 15 ml Ficoll {izerine pastor pipetle 45 derecelik ag1 yapacak sekilde
yavas yavas tabaka olusturacak sekilde yayildi. 2100 rpm 15 dakika santrifiyj edildi.
Santrifiijden sonra faz ayrimi olustu. Serum ve fikol arasinda tabaka olusturan periferik
kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) pastor pipetle 15 ml’lik falkona aktarildi. Geriye
kalan sivi dokiildii ve en dipte kalan ndtrofil pelletine elle yavasca vurularak
cozdiiriildii. Elde edilen PBMC ve nétrofil pelleti ayr1 ayr tliplerde 3 ml PBS icinde

cozdiiriilerek RNA ve protein izolasyonu i¢in ayrildi.

- RNA izolasyonu i¢in 1,5 milyon hiicre ayrildi. Hiicre pelletine 500 ul denatiire

edici soliisyon eklenip ¢ozdiiriilerek -80°C’lik dondurucuya kaldirildu.

- Protein izolasyonu i¢in 2,5 milyon hiicre ayrildi. Hiicre pelleti iizerine 250 ul
“RIPA Buffer (Protein Lysis Buffer Thermo Scientific)” ve 1.5 ul Proteaz inhibitor
eklenerek -80°C’lik dondurucuya kaldirildu.
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RNA ve protein eldesi i¢in ayrilan periferik kan mononiikleer hiicrelerinden arta kalan
hiicreler kriyo tiipe 1 milyon/ml olacak sekilde %5 konsantrasyonda DMSO igeren

medyumda -80°C’de dondurulduktan sonra ertesi giin sivi azot tankina kaldirildu.

3.2.3. Hiicre kiiltiirii

Monositik 16semili bir hastadan elde edilmis olan THP-1 (monosit) hiicre soyu %10
FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin iceren RPMI
medyumda %5 CO2 ve 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltiir ortaminda 0, 3, 6, 12
ve 20. saatlerde Lipopolisakkarite (LPS) maruz birakilarak inflamasyon tetiklendi.
Uyarilan hiicrelerden daha sonra RT-PZR i¢in RNA ve Western Blot igin protein elde
edildi.

3.2.4. RNA izolasyonu
“PureLink, RNA Mini Kit (Invitrogen)” kitinin protokoliine uygun bir sekilde
orneklerden RNA izolasyonu gerceklestirildi.

Onceden kiiltiir ortaminda RNA izolasyonu icin hazirlanmis olan &rnekler -80°C’lik
dondurucudan alindi. Esit hacimder %70’lik etanol eklendi. Homojenligi saglamak i¢in
ornekler vortekslendi. Ornekten 700 ul alinarak mini spin kolonlara aktarilip oda
sicakliginda 12.000 g 15 saniye santrifiij edilip RNA’nin filtreye baglanmasi saglandi.
Santrifiijden sonra altta kalan sivi uzaklastirildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi. Kolonun tizerine 700 ul “Wash Buffer I eklenerek tekrar 12.000g’de 15
saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra altta kalan s1vi uzaklastirildi ve kolon yeni bir
toplama tiiptline yerlestirilerek tizerine 500 ul “Wash Buffer II"”" eklenip 12.000g’de 15
saniye santrifiij edildi. Kolon tekrar yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek hicbir sey
eklemeden 12.000 g 2 dakika santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipii atildi1 ve kolon
RNase free ependorf tiipiine yerlestirildi. 25 ul RNase icermeyen seril su filtrenin tam
ortasina gelecek sekilde birakildi. Bir dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
12.000 g 2 dakika santrifiij edildi. Boylece RNA’nin suda ¢oziinerek filtreden ayrilip
ependorf tiipe gecmesi saglandi. RNA miktar1 “Nanodrop-2000" cihaziyla 6l¢iildii.

3.2.5. cDNA Sentezi
Nanodrop 6lgiimiinden sonra RNA 6rneklerinden “Transcriptor High Fidelity CDNA
sentez kiti (Roche)” kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Oncelikle 500ng RNA 6rnegi

tizerine 2pul. Random hexamer eklenerek su ile 11,4ul’ye tamamlandi. PZR cihazinda 10
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dakika 65 °C’de inkiibe edildi. PZR asamasi devam ederken, reaksiyon karisimi

hazirlandi (Tablo 3-2). Toplam hacim 20 ul olacak sekilde reaksiyon karisitmindan 8,6l

alinarak PZR’den alinan oOrneklere eklendi. Sonrasinda ornekler PZR cihazinda 30

dakika 55°C ve 5 dk 85°C’de inkiibe edildi. Ornekler PZR’den alinip -20°C’de

saklandi.

Tablo 3-2: Kantitatif PZR icin hazirlanan karisim

Reaktifler Hacim Sl
Konsantrasyon

Transgriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 44l 1X

Reaction Buffer ,5x conc. H

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul 0,5 ul 20U

Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2ul 1 Mm

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase,

20U/ul 1,1 pul 10U

DTT 1 pul 5mM

Toplam 8,6 ul

3.2.6. Kantitatif Real-time PZR (QRT-PZR)

CASP-1 geninin izoformlar1 i¢in “’NCBI primer designing tool” kullanilarak

Forward ve Reverse yonli primerler tasarlandi.

Primerler tasarlanirken kendi {izerine katlanma skorlarina, GC igerigine, Tm

baglanma sicaklig1 6zelliklerine dikkat edilerek ekzon bdlgelerini kapsayacak sekilde

tasarlanmigtir. Tasarlanan primer dizileri Tablo 3-3’te gdsterilmistir.

Tablo 3-3: Primer dizileri ve PZR iiriin boyutlar:

) PZR Uriin
Izoform Ad1 Primerler
Boyutu
Forward: TACAGTTATGGATAAGACCCGAGC
Total kaspazl (30) 96 bg.
Reverse: GCAGACATAATTCCAAAAACCTTTA
Forward: TGGATGAATTATTACAGACAAGGGT
Kaspazlalfa 246 bg
Reverse: GTACTCCTTGAGAGTCTTGCAT
Kaspazlgama/delta Forward: GTTCCATGGGTGAAGCTCCT 162 bg
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Reverse: TGCGGCTTGACTTGTCCATT

Forward: CCGTTCCATGGGTGAAGATAA
Kaspazlepsilon 185 be
Reverse : CTCTTTCAGTGGTGGGCATCT

Forward: ATGGCCGACAAGGGACA
Kaspazlzeta 99 be
Reverse: AGTCAATCAAAGCTCGGGTC

Kantitatif PZR i¢in “LightCycler 480" cihaz1 ve “Light Cycler 480 SYBR Green
I” kiti kullanildi. Normalizasyon i¢in kontrol geni olarak, TATA binding protein (TBP)
genleri kullanildi. qRT-PZR reaksiyonunu i¢in karisim igerigi her gen icin 5 pul SYBR
Green I, 1 pl primer F, 1 pl primer R, 1 pl H20 ve 2 pl cDNA olarak hazirlandi. Her
PZR reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak cDNA yerine su kullanildi. qRT-PZR
kosullar1 95°C’de 60 saniye (1 dongii) 6n denatiirasyonun ardindan 45 dongii 95°C’de
10 saniye, 68°C’de 20 saniye ve 72°C’de 10 saniye amplifikasyon olacak sekilde
uygulandi. 95°C’de 5 saniye, 65°C’de 1 dakika ve 95°C de 5sn melting curve
analizi yapildi. Her 6rnek ve negatif kontroller ¢ift olarak ¢alisildi. Expresyon degerleri
ACt degeri hesaplanarak belirlendi.

3.2.7. Western Blot

RIPA buffer eklenmis halde -80°C dondurucuda saklanmis olan protein drnekleri alinip
42°C’de ¢ozdiriildii. Sonrasinda ¢ozdiiriilen 6rnek sivi azot i¢inde donduruldu. Bu
islem her bir 6rnek icin 3 kez tekrarlandi. Sonikasyon cihaziyla (Bandelin) %060
Amper, 30 saniye ¢alisma 30 saniye durdurma seklinde 6 kez buz iizerinde sonikasyon
gerceklestirildi. Sonikasyondan sonra 1 dakika 14.000 rpm 4°C’de ornekler santrifiij
edildi.

Izole edilen proteinlerden “Pierce BCA Protein Assay Kiti (Thermo)” protokoliine
uygun bir sekilde Bisinkoninik asit (BCA) Deneyi ile protein tayini yapildi (Tablo 3-4).
Her bir standart ve 6rneklerden 10 ulL alinarak 96’lik well-plate kuyularina eklendi.

Ardindan her bir kuyuya 200 uL “Working Reagent” (WR) eklendi ve 30 saniye
calkalayicida iyice ¢alkalandi. Ardindan plate {istii kapatilarak 37 °C 30 dakika inkiibe
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edildi. inkiibasyondan sonra plate oda sicakliginda sogutuldu ve 562 nm dalga boyunda

plate okuyucuda absorbans dl¢ltimii yapildi.

Tablo 3-4: BSA standartlarimin hazirlanmasi

Viyal Diliient (uL) BSA (uL) Final BSA
Konsantrasyonu(ug/mL)
A 0 300 stok 2000
B 125 375 stok 1500
C 325 325 stok 1000
D 175 175 B diliisyonu 750
E 325 325 C diliisyonu 500
F 325 325 E diliisyonu 250
G 325 325 F diltisyonu 125
H 400 100 G diliisyonu 25
I 400 0 0 (Blank)

18ul (3X) ornek tizerine 6pul LDS sample buffer (Thermo Scientific) eklenerek 95°C 5
dakika PZR cihazinda dentiire edildi. Ornekler %4-12 Bis-Tris SDS-PAGE jelde
kuyulara yiiklendi. Color stained protein standard broad range (11-245 kDa)
markerindan Spl yiiklendi. Jel, 120 wvoltta yiiritildi. SDS-PAGE’de proteinler
biiyilikliigiine gore ayrildiktan sonra PVDF membrana “i-Blot jel transfer cihazi
(Invitrogen)” kullanilarak P2 programinda 7 dakikada transfer edildi. Membran ve filtre
distille su ile yikandi. Membran, bloklama soliisyonu i¢inde 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida birakilir. Bir saat sonra membran iizerini kaplayacak sekilde bloklama
soliisyonu konuldu. Primer antikor (Rabbit, Cell Signaling Technology) 1:1000
oraninda eklendi ve gece boyunca 4°C’de bekletildi. Ertesi giin membran {izerindeki
bloklama soliisyonu dokiildii ve yikama asamasina ge¢ildi. Membran iizerine 6nceden
hazirlanmig TBST (Tris Buffered Saline with Tween) eklendi. Membran c¢alkalayicida 5
dakika tutuldu ve bu iglem 3 kez tekrarlandi. TBST dokiildii ve membran iizerine 0.1gr
siit tozu (skim milk) iceren TBST dokiildii. Sekonder antikor (Anti-rabbit, Cell
Signaling Technology) 1:1500 oraninda eklendi. Oda sicakliginda 1 saat ¢alkalayicida
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inkiibe edildi ve yikama asamasina ge¢ildi. Yikama islemi tekrar TBST ile (%0,1) 5
dakika calkalayicida olacak sekilde yapildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Ardindan
gorlintiileme asamasina gecildi Gorlintiilleme icin  “Supersignal West Pico Plus
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific)” kullanildi. “Supersignal West
pico luminol /enhancer solution” ve “Supersignal West Pico Plus stable peroxide
solution’dan” 500’er ul alip 1.5’luk ependorf tiipte karistirarak working soliisyon
olusturuldu. Bu soliisyon membran {izerine dokiilerek membrana tamamen yayilmasi

saglandi1. Goriintiileme “Fusion FX7 goriintiileme (Vilber Lourmat)” cihazinda yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoinformatik Analizler

4.1.1. Protein
Kaspazl izoformlarmin Clustal omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

programinda ¢oklu dizi hizalamasi (MULTI SEQUENCE ALIGNMENT) sonucu elde

edilen filogenetik aga¢ Sekil 4-1’de sunulmustur (44).

Branch length: @ Cladogram O Real

Delta -0.08079

L Epsilon 0.08079
Gama 0.0023
Alfa 0.00895
Beta -0.00895

Sekil 4-1: Kaspaz izoformlarinin Clustal Omega ile yapilmis ¢oklu dizi hizalama ile elde
edilen filogenetik agacin sematik gosterimi.

Ayrica ayni programla izoformlarin protein dizileri de hizalanarak izoformlarin ortak

olan ve ortak olmayan bolgeleri de tespit edilmistir (Sekil 4-2).


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

Delta
Alfa
Beta
Gama
Epsilon

MADKVLKEKRK == == = = == = = m e o o e e e e e e e e e e
MADKVLKEKRKLFIRSMGEGTINGLLDELLQTRVLNKEEMEKVKRENATVMDKTRALIDS
MADKVLKEKRKLFIRSMGEGTINGLLDELLQTRVLNKEEMEKVKRENATVMDKTRALIDS
MADKVLKEKRK -~ === === == m o e e e e

-------------------------------------------- LFIRSMGEAPQAVQDN
VIPKGAQACQICITYICEEDSYLAGTLGLSADQTSGNYLNMQDSQGYLSSFPAPQAVQDN
VIPKGAQACQICITYICEEDSYLAGTLGLSA-~----—=—=-=—=-——— - APQAVQDN
-------------------------------------------- LFIRSMGEAPQAVQDN

PAMPTSSGSEGNVKLCSLEEAQRIWKQKSAETYPIMDKSSRTRLALIICNEEFDSIPRRT
PAMPTSSGSEGNVKLCSLEEAQRIWKQKSAETYPIMDKSSRTRLALIICNEEFDSIPRRT
PAMPTSSGSEGNVKLCSLEEAQRIWKQKSAETYPIMDKSSRTRLALIICNEEFDSIPRRT
PAMPTSSGSEGNVKLCSLEEAQRIWKQKSAETYPIMDKSSRTRLALIICNEEFDSIPRRT

GAEVDITGMTMLLQNLGYSVDVKKNLTASDMTTELEAFAHRPEHKTSDSTFLVFMSHGIR
GAEVDITGMTMLLQNLGYSVDVKKNLTASDMTTELEAFAHRPEHKTSDSTFLVFMSHGIR
GAEVDITGMTMLLONLGYSVDVKKNLTASDMTTELEAFAHRPEHKTSDSTFLVFMSHGIR
GAEVDITGMTMLLQNLGYSVDVKKNLTASDMTTELEAFAHRPEHKTSDSTFLVFMSHGIR

EGICGKKHSEQVPDILQLNAIFMMLNTKNCPSLKDKPKVIIIQACRGD------------
EGICGKKHSEQVPDILQLMATIFNMLNTKNCPSLKDKPKVIIIQACRGDSPGVWIWFKDSVG
EGICGKKHSEQVPDILQLNATFNMLNTKNCPSLKDKPKVIIIQACRGDSPGYVIWFKDSVG
EGICGKKHSEQVPDILQLNATFNMLNTKNCPSLKDKPKVIIIQACRGDSPGYVIWFKDSVG

------------------------------------ NVSWRHPTMGSVF IGRLIEHMQEY
VSGNLSLPTTEEFEDDAIKKAHIEKDFIAFCSSTPDNVSWRHPTMGSVF IGRLIEHMQEY
VSGNLSLPTTEEFEDDAIKKAHIEKDFIAFCSSTPDNVSWRHPTMGSVF IGRLIEHMQEY
VSGNLSLPTTEEFEDDAIKKAHIEKDF IAFCSSTPDNVSWRHPTMGSVF IGRLIEHMQEY
---------------- MADKVLKEKRKLFIRSMGEDNVSWRHPTMGSVF IGRLIEHMQEY

AR R R R R AR RR R R R R R

ACSCDVEEIFRKVRFSFEQPDGRAQMPTTERVTLTRCFYLFPGH 263
ACSCDVEEIFRKVRFSFEQPDGRAQMPTTERVTLTRCFYLFPGH 484
ACSCDVEEIFRKVRFSFEQPDGRAQMPTTERVTLTRCFYLFPGH 383
ACSCDVEEIFRKVRFSFEQPDGRAQMPTTERVTLTRCFYLFPGH 311
ACSCDVEEIFRKVRFSFEQPDGRAQMPTTERVTLTRCFYLFPGH 88

ARREREEREE R R R R R R R R R R R R R R R R R
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11
60
60
11

27
120
99
27

87
180
159
87

147
2408
219
147

195
300
279
207

219
360
339
267
14

Sekil 4-2: Kaspaz-1 izoformlarina ait protein dizilerinin Clustal Omega ile hizalanmasi.

Kaspaz-1 izoformlarinin DNA dizileri de CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence

alignment programiyla hizalanmistir (Sekil 4-3)
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CAGTCACACAAGAAGGGAGGAGAGAAAAGCCATGGCCGACAAGGTCCTGAAGGAGAAGAG
CAGTCACACAAGAAGGGAGGAGAGAAAAGCCATGGCCGACAAGGTCCTGAAGGAGAAGAG

AAAGCTGTTTATCCGTTCCATGGGTGAAGGTACAATAAATGGCTTACTGGATGAATTATT
AAAGCTGTTTATCCGTTCCATGGGTGAAGGTACAATAAATGGCTTACTGGATGAATTATT

ACAGACAAGGGTGCTGAACAAGGAAGAGATGGAGAAAGTAAAACGTGAAAATGCTACAGT
ACAGACAAGGGTGCTGAACAAGGAAGAGATGGAGAAAGTAAAACGTGAAAATGCTACAGT

TATGGATAAGACCCGAGCTTTGATTGACTCCGTTATTCCGAAAGGGGCACAGGCATGCCA
TATGGATAAGACCCGAGCTTTGATTGACTCCGTTATTCCGAAAGGGGCACAGGCATGCCA

AATTTGCATCACATACATTTGTGAAGAAGACAGTTACCTGGCAGGGACGCTGGGACTCTC
AATTTGCATCACATACATTTGTGAAGAAGACAGTTACCTGGCAGGGACGCTGGGACTCTC
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- -GAAAAGCCATGGCCGACAAGGTCCTGAAGGAGAAGAGAAAGCTGTTTATCCGTTCCAT
AGCAGATCAAACATCTGGAAATTACCTTAATATGCAAGACTCTCAAGGAGTACTTTCTTC

GGGTGAAGCTCCTCAGGCAGTGCAGGACAACCCAGCTATGCCCACATCCTCAGGCTCAGA
CTTTCCAGCTCCTCAGGCAGTGCAGGACAACCCAGCTATGCCCACATCCTCAGGCTCAGA
——————— GCTCCTCAGGCAGTGCAGGACAACCCAGCTATGCCCACATCCTCAGGCTCAGA
GGGTGAAGCTCCTCAGGCAGTGCAGGACAACCCAGCTATGCCCACATCCTCAGGCTCAGA

AGGGAATGTCAAGCTTTGCTCCCTAGAAGAAGCTCAAAGGATATGGAAACAAAAGTCGGL
AGGGAATGTCAAGCTTTGCTCCCTAGAAGAAGCTCAAAGGATATGGAAACAAAAGTCGGL
AGGGAATGTCAAGCTTTGCTCCCTAGAAGAAGCTCAAAGGATATGGAAACAAAAGTCGGL
AGGGAATGTCAAGCTTTGCTCCCTAGAAGAAGCT CAAAGGATATGGAAACAAAAGTCGGL

AGAGATTTATCCAATAATGGACAAGTCAAGCCGCACACGTCTTGCTCTCATTATCTGCAA
AGAGATTTATCCAATAATGGACAAGTCAAGCCGCACACGTCTTGCTCTCATTATCTGCAA
AGAGATTTATCCAATAATGGACAAGTCAAGCCGCACACGTCTTGCTCTCATTATCTGCAA
AGAGATTTATCCAATAATGGACAAGTCAAGCCGCACACGTCTTGCTCTCATTATCTGCAA

TGAAGAATTTGACAGTATTCCTAGAAGAACTGGAGCTGAGGT TGACATCACAGGCATGAC
TGAAGAATTTGACAGTATTCCTAGAAGAACTGGAGCTGAGGT TGACATCACAGGCATGAC
TGAAGAATTTGACAGTATTCCTAGAAGAACTGGAGCTGAGGT TGACATCACAGGCATGAC
TGAAGAATTTGACAGTATTCCTAGAAGAACTGGAGCTGAGGT TGACATCACAGGCATGAC
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AATGCTGCTACAAAATCTGGGGTACAGCGTAGATGTGAAAAAAAATCTCACTGCTTCGGA
AATGCTGCTACAAAATCTGGGGTACAGCGTAGATGTGAAAAAAAATCTCACTGCTTCGGA
AATGCTGCTACAAAATCTGGGGTACAGCGTAGATGTGAAAAAAAATCTCACTGCTTCGGA
AATGCTGCTACAAAATCTGGGGTACAGCGTAGATGTGAAAAAAAATCTCACTGCTTCGGA

CATGACTACAGAGCTGGAGGCATTTGCACACCGCCCAGAGCACAAGACCTCTGACAGCAC
CATGACTACAGAGCTGGAGGCATTTGCACACCGCCCAGAGCACAAGACCTCTGACAGCAC
CATGACTACAGAGCTGGAGGCATTTGCACACCGCCCAGAGCACAAGACCTCTGACAGCAC
CATGACTACAGAGCTGGAGGCATTTGCACACCGCCCAGAGCACAAGACCTCTGACAGCAC

GTTCCTGGTGTTCATGTCTCATGGTATTCGGGAAGGCATTTGTGGGAAGAAACACTCTGA
GTTCCTGGTGTTCATGTCTCATGGTATTCGGGAAGGCATTTGTGGGAAGAAACACTCTGA
GTTCCTGGTGTTCATGTCTCATGGTATTCGGGAAGGCATTTGTGGGAAGAAACACTCTGA
GTTCCTGGTGTTCATGTCTCATGGTATTCGGGAAGGCATTTGTGGGAAGAAACACTCTGA

GCAAGTCCCAGATATACTACAACTCAATGCAATCTTTAACATGT TGAATACCAAGAACTG
GCAAGTCCCAGATATACTACAACTCAATGCAATCTTTAACATGT TGAATACCAAGAACTG
GCAAGTCCCAGATATACTACAACTCAATGCAATCTTTAACATGT TGAATACCAAGAACTG
GCAAGTCCCAGATATACTACAACTCAATGCAATCTTTAACATGT TGAATACCAAGAACTG

CCCAAGTTTGAAGGACAAACCGAAGGTGATCATCATCCAGGCCTGCCGTGETG------~
CCCAAGTTTGAAGGACAAACCGAAGGTGATCATCATCCAGGCCTGCCGTGGTGACAGCCC
CCCAAGTTTGAAGGACAAACCGAAGGTGATCATCATCCAGGCCTGCCGTGGTGACAGCCC
CCCAAGTTTGAAGGACAAACCGAAGGTGATCATCATCCAGGCCTGCCGTGGTGACAGCCC
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900
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TGGTGTGGTGTGGTTTAAAGATTCAGTAGGAGTTTCTGGAAACCTATCTTTACCAACTAC
TGGTGTGGTGTGGTTTAAAGATTCAGTAGGAGTTTCTGGAAACCTATCTTTACCAACTAC
TGGTGTGGTGTGGTTTAAAGATTCAGTAGGAGTTTCTGGAAACCTATCTTTACCAACTAC
------------------------------------------------ CAGTCACACAAG

AGAAGAGT TTGAGGATGATGCTATTAAGAAAGCCCACATAGAGAAGGATTTTATCGCTTT
AGAAGAGT TTGAGGATGATGCTATTAAGAAAGCCCACATAGAGAAGGATTTTATCGCTTT
AGAAGAGT TTGAGGATGATGCTATTAAGAAAGCCCACATAGAGAAGGATTTTATCGCTTT
AAGGGAGGAGAGAAAAGCCATGGCCGACAAGGTCCTGAAGGAGAAGAGAAAGCTGTTTAT

————————————————— ATAATGTTTCTTGGAGACATCCCACAATGGGCTCTGTTTTTAT
CTGCTCTTCCACACCAGATAATGTTTCTTGGAGACATCCCACAATGGGCTCTGTTTTTAT
CTGCTCTTCCACACCAGATAATGTTTCTTGGAGACATCCCACAATGGGCTCTGTTTTTAT
CTGCTCTTCCACACCAGATAATGTTTCTTGGAGACATCCCACAATGGGCTCTGTTTTTAT
CCGTTCCATGGGTGAAGATAATGTTTCTTGGAGACATCCCACAATGGGCTCTGTTTTTAT

sk ok ok ook ook doR R doR dodok SRR dok R ok ok R R R ol R S

TGGAAGACTCATTGAACATATGCAAGAATATGCCTGTTCCTGTGATGTGGAGGAAATTTT
TGGAAGACTCATTGAACATATGCAAGAATATGCCTGTTCCTGTGATGTGGAGGAAATTTT
TGGAAGACTCATTGAACATATGCAAGAATATGCCTGTTCCTGTGATGTGGAGGAAATTTT
TGGAAGACTCATTGAACATATGCAAGAATATGCCTGTTCCTGTGATGTGGAGGAAATTTT
TGGAAGACTCATTGAACATATGCAAGAATATGCCTGTTCCTGTGATGTGGAGGAAATTTT

S R R R R R R R R R R R R R O R O R R R R O R R R R RO ORI R R R R

CCGCAAGGTTCGATTTTCATTTGAGCAGCCAGATGGTAGAGCGCAGATGCCCACCACTGA
CCGCAAGGTTCGATTTTCATTTGAGCAGCCAGATGGTAGAGCGCAGATGCCCACCACTGA
CCGCAAGGTTCGATTTTCATTTGAGCAGCCAGATGGTAGAGCGCAGATGCCCACCACTGA
CCGCAAGGTTCGATTTTCATTTGAGCAGCCAGATGGTAGAGCGCAGATGCCCACCACTGA
CCGCAAGGTTCGATTTTCATTTGAGCAGCCAGATGGTAGAGCGCAGATGCCCACCACTGA

S R R R kR ok R R R ol R R s doR SOk R soR ek ok doiok ok ook R R ok ol R SR s ok R
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741
72
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132
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1146
1e77
861
192

777
1206
1137
921
252
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Delta AAGAGTGACTTTGACAAGATGTTTCTACCTCTTCCCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT 837
Alfa AAGAGTGACTTTGACAAGATGTTTCTACCTCTTCCCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT 1260
Beta AAGAGTGACTTTGACAAGATGTTTCTACCTCTTCCCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT 1197
Gama AAGAGTGACTTTGACAAGATGTTTCTACCTCTTCCCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT 981
Epsilon AAGAGTGACTTTGACAAGATGTTTCTACCTCTTCCCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT 312
s o o R o R R R SR R R R R R R R SR R R s R o R R SRR SR R R R R HOR S R R RR RR
Delta ATGAATGTCTGTGGGCAGGAAGT GAAGAGATCCTTCTGTAAAGGTTTTTGGAATTATGTC 897
Alfa ATGAATGTCTGTGGGCAGGAAGT GAAGAGATCCTTCTGTAAAGGTTTTTGGAATTATGTC 1320
Beta ATGAATGTCTGTGGGCAGGAAGTGAAGAGATCCTTCTGTAAAGGTTTTTGGAATTATGTC 1257
Gama ATGAATGTCTGTGGGCAGGAAGT GAAGAGATCCTTCTGTAAAGGTTTTTGGAATTATGTC le41
Epsilon ATGAATGTCTGTGGGCAGGAAGT GAAGAGATCCTTCTGTAAAGGTTTTTGGAATTATGTC 372

ARREREERE AR AR R AR R R R R ER AR R RREREEREER AR RN R R R R R KRR R R R R

Delta TGCTGAATAATAAACTTTTTTGAAATAATAAATCTGGTAGAAAAATGAAAACTTGTCCTC 957
Alfa TGCTGAATAATAAACTTTTTTGAAATAATAAATCTGGTAGAAAAATGAAAACTTGTCCTC 1380
Beta TGCTGAATAATAAACTTTTTTGAAATAATAAATCTGGTAGAAAAATGAAAACTTGTCCTC 1317
Gama TGCTGAATAATAAACTTTTTTGAAATAATAAATCTGGTAGAAAAATGAAAACTTGTCCTC 1101
Epsilon TGCTGAATAATAAACTTTTTTGAAATAATAAATCTGGTAGAAAAATGAAAACTTGTCCTC 432

AR R R R R R RN R R R R R R RN ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Delta ATTTTTCTCCCACACTGAAGAAACAGGGACTGGAACTTAGAGTGACTAAGGAATTT le1z
Alfa ATTTTTCTCCCACACTGAAGAAACAGGGACTGGAACTTAGAGTGACTAAGGAATTT 1436
Beta ATTTTTCTCCCACACTGAAGAAACAGGGACTGGAACTTAGAGTGACTAAGGAATTT 1373
Gama ATTTTTCTCCCACACTGAAGAAACAGGGACTGGAACTTAGAGTGACTAAGGAATTT 1157
Epsilon ATTTTTCTCCCACACTGAAGAAACAGGGACTGGAACTTAGAGTGACTAAGGAATTT 488

S0 N
Sekil 4-3: Kaspaz-1 izoformlarimin DNA dizilerinin Clustal Omega programiyla
hizalanmasi

Alfa izoformu beta izoformunu tamamen igermektedir. Bundan dolayir sadece beta
izoformunu saptayacak sekilde primer tasarlanamadi. Beta ile alfa izoformu i¢in ortak
primer yapilmaya calisildiginda ya baska CARD domaini i¢eren genlere ya da gama ve
delta izoformlarina da komplementerlik gdsterdi. Dolayisiyla sadece beta izoformuna
spesifik primer tasarlamak miimkiin olmadi. Ayn1 sekilde gamma ve delta izoformlarini
ayirmak i¢in gama ve delta izoformalarinin farklilik gosterdigi bolgeye 6zgii tasarlanan
primerler alfa ve beta izoformuna da komplementerlik gosterir. Bundan dolay1 gama ve
delta izoformlaria ortak primer tasarlandi. Bunun diginda sadece epsilon transkriptini

cogaltacak sekilde epsilona 6zgli primerler de tasarlandi.

4.2. Kantitatif PZR Sonuclari
Atakli ve ataksiz hastalardan izole edilen nétrofil ve periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde Kaspazl izoformlarinin mRNA ekspresyonu analiz edildi. Izoformlarm

MRNA ekspresyonlar1 Sekil 4-4 ve Sekil 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-4: Hastalara ait notrofil 6rneklerinin Kantitatif PZR sonucu elde edilen

kaspazl izoformlarinin ekspresyon grafigi.

1,2,3,4,5, 6, 7numarali 6rnekler ataksiz; 8, 12, 13, 16, 17, 18 numarali 6rnekler atakli

olan hasta ornekleri.
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Sekil 4-5: Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicre 6rneklerinin Kantitatif

PZR sonucu elde edilen kaspazl izoformlarinin ekspresyon grafigi.
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1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 numaral1 6rnekler ataksiz; 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 numaral

ornekler atakli hasta ornekleridir.

Kantitatif PZR sonuglarina gore notrofillerde kaspazl alfa izoformunun ekspresyonu
atakli hastalarda (4,86-44,79 arasinda), ataksiz hastalara (3,87-21,55) gore daha yiiksek
bulundu. Delta-gama izoformunun mRNA ekspresyonu ise atakli hastalarda (1,46-0,05
arasinda) ataksiz hastalara (1,14-5,86 arasinda) gore daha diisiik oldugu saptandi.
Epsilon izoformu da ataklilarda (0,1-2,76 arasinda) ataksizlara (2,60-12,21 arasinda)
gore daha diisiik bulundu (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Hastalara ait notrofillerde kaspazl izoformlarinin ekspresyon degerleri.
1,2, 3,4, 5,6, 7 numarali drnekler ataksiz; 8, 12, 13, 16, 17, 18 numarali 6rnekler atakl

olan hasta ornekleri.

Ornek No. Alfa Delta-gama Epsilon
1 3,87 1,34 2,64
2 7,21 1,14 4,21
3 12,60 1,69 2,60
4 21,55 4,82 7,78
5 11,67 4,42 8,02
6 9,55 5,86 12,21
7 14,47 1,87 2,90
8 5,70 1,46 2,76
12 4,86 0,81 0,95
13 13,98 1,02 1,11
16 44,79 0,05 0,1
17 10,45 1 2
18 17,14 1,12 2,5

Notrofillerde 6 numarali ataksiz hasta hari¢ genel olarak kaspazl’in alfa izoformu
mRNA ekspresyonu diger izoformlara gore daha yiiksek bulundu (Tablo 4-1 ve Tablo
4-2). 6 numarali hastada ise kaspazl alfa izoformunun ekspresyonu delta-gama ve
epsilon izoformuna gore daha diisiik bulundu (Tablo 4-1). 6 numarali ataksiz hasta
haricinde alfa izoformunun mRNA ekspresyonu, delta-gama izoformlar1 ile
kiyaslandiginda atakli hastalarin nétrofillerinde (3,89-817,46 kat) ataksizlara (1,63-7,75

kat) gore daha fazla oldugu goriildii. Alfa izoformunun ekspresyonu, epsilon izoformyla
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kiyaslandiginda ise atakli hastalarda (2,06-450,38 kat), ataksiz hastalara (1,47-4,99 kat)
gore daha fazla artmis bulundu (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Hastalara ait notrofillerde kaspazl izoformlarinin ekspresyon oranlari.
1,2, 3,4,5, 6, 7numaral1 6rnekler ataksiz; 8, 12, 13, 16, 17, 18 numarali1 6rnekler atakli

olan hasta drnekleri.

Ornek No. | Alfa/Delta-gama | Alfa/Epsilon | Delta-gama/Epsilon
1 2,89 1,47 0,50
2 6,3 1,71 0,27
3 7,46 4,84 0,65
4 4,47 2,77 0,62
5 2,64 1,45 0,55
6 1,63 0,78 0,48
7 7,75 4,99 0,64
8 3,89 2,06 0,53

12 5,98 5,13 0,86
13 13,69 12,55 0,92
16 817,46 450,38 0,55
17 10,37 5,20 0,50
18 15,24 6,87 0,45

Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl alfa izoformunun mRNA ekspresyonu
atakli hastalarda (5,40-32,78 arasinda), ataksiz hastalara (5,03-16,56 arasinda) gore
daha yiiksek bulundu. Delta-gama izoformunun mRNA ekspresyonu da atakli
hastalarada (0,29-20,6 arasinda) ataksiz hastalara (0,05-2,96 arasinda) gore daha yiiksek
oldugu gorildii. Ayni sekilde epsilon izoformu da ataklilarda (0.1-3 arasinda)
ataksizlara (0,05-1,8 arasinda) gore daha diisiik bulundu (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl

izoformlarinin ekspresyon degerleri.

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 numaral1 6rnekler ataksiz; 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 numaral

ornekler atakli hasta ornekleridir.



Ornek No. Alfa Delta-gama Epsilon
1 11,67 2,35 0,7
2 16,56 2,96 0,63
3 8,9 0,35 0,82
4 10,89 0,6 1,8
5 6,40 0,05 0,13
6 5,03 0,16 0,36
7 6,84 0,29 0,05
8 16,56 2,14 0,53
9 11,91 12,42 3
10 10,93 20,6 5
12 54 4,92 1,14
13 21,04 0,3 0,1
15 12,12 1,68 4,18
16 32,78 1,21 1,98
17 19,77 12,17 411
18 10,7 0,3 0,79
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Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl’in alfa izoformu mRNA

ekspresyonu 9 ve 10 numarali atakli hasta disinda diger izoformlarindan daha ytiksek

bulundu (Tablo 4-4). Kaspazl alfa izoformunun mRNA ekspresyonu, delta-gama

izoformuyla kiyaslandiginda atakli hastalarda (0,53-69,07 kat) ataksizlara (4,96-128,89

kat) gore daha az oldugu goriildii. Alfa izoformu epsilon izoformu ile kiyaslandiginda

ise atakli hastalarda (2,19-222 kat), ataksiz hastalara (6,08-126,24 kat) gore daha fazla
artmis bulundu (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicrelerin kaspazl

izoformlarimin ekspresyon oranlari.

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 numaral1 6rnekler ataksiz; 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 numarali

ornekler atakli hasta 6rnekleridir.

Ornek No. | Alfa/Delta-gama | Alfa/Epsilon Delta-gama/Epsilon
1 4,96 16,85 3,4
2 5,6 26,17 4,67
3 25,37 10,89 0,43
4 18,13 6,08 0,33
5 128,89 48,50 0,38
6 30,91 13,98 0,45




7 23,92 126,24 5,28
8 7,73 31,23 4,04
9 0,96 3,97 4,14
10 0,53 2,19 4,13
12 1,1 4,74 4,32
13 69,07 222,09 3,21
15 7,36 2,9 0,4
16 27,06 16,56 0,61
17 1,62 4,8 2,96
18 36 13,64 0,38
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Hastalara ait nétrofillerde kaspazl alfa izoformu mRNA ekspresyonu acisindan atakli

hastalarla ataksizlar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmadi (p=0,835). Delta-

gama izoformu atakli hastalarda ataksizlara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azalmis bulundu (p=0.0047). Epsilon izoformunun da atakli hastalarda azaldig goriildii

(p=0,004) (Sekil 4-6 ve Tablo 4-5)

50
< 40— =  Ataksiz
E — Atakli
g€ 30
o 20+ 0.0047 0.004
(72}
< | \ | \
O T
alfa delta-gama epsilon

Sekil 4-6: Hastalara ait notrofillerde Kaspazl izoformlarinin mRNA ekspresyonlar:

Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicrelerinde ise kaspazl izoformlarinin mRNA

ekspresyonu acgisindan atakli hastalarla ataksiz hastalar arasinda istatistiksel fark

bulunamadi (P>0.05) (Sekil 4-7 ve Tablo 4-5).
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Sekil 4-7: Hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl mRNA

izoformlarinin ekspresyonlari
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Tablo 4-5: Atakl ve ataksiz hasta 6rneklerinde kaspazl izoformlarinin mRNA ekspresyon
degerlerinin karsilastirilmasi

.. Median Mean .
Hiicre . Minimum- P
. Izoform Grup ekspresyon | ekspresyon . . .
Tipi . . % | Maksimum| degeri
degeri degeri
Ataksiz 11,67 11,56 3,87-21,55
Kaspazl alfa 0,835
Atakl 12,21 16,15 4,85-44,78
Ataksiz 1,87 3,02 1,14-5,85
Notrofil Kaspazl delta-gama 0,0047
Atakl 1,01 0,91 0,05-1,46
Ataksiz 4,21 5,76 12,21-2,63
Kaspazl epsilon 0,004
Atakl 1,56 1,57 0,09-2,76
Ataksiz 8,91 9,47 5,02-16,56
Kaspazl alfa 0,0583
Atakli 12,13 15,69 5,40-32,78
Periferik kan Ataksiz 0,35 0,97 0,04-2,95
mononiikleer | Kaspazl delta-gama 0,0712
hiicreleri Atakli 2,14 6,19 0,29-20,60
Ataksiz 0,63 0,64 0.05-1,79
Kaspazl epsilon 0,0549
Atakli 1,98 2,31 0,09-4,99
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4.3. Western Blot Sonuglari

Western blot i¢in alt1 ataksiz (2, 3, 4, 5, 6, 7) ve alt1 atakl (8, 12, 13, 16, 17, 18) hasta
ornegi kullanildi. Western blot i¢cin 2,5 milyon hiicre kullanildi. SDS-PAGE jele
yiiklenecek protein miktarini esitlemek i¢in Bisinkoninik asit (BCA) deneyi ile protein
miktarlar1 belirlendi. BCA deneylerinde standartlardan elde edilen absorbans degerleri

kullanilarak BCA egrisi ¢izildi (Sekil 4-8).

BCA Protein Assay
__06
E 0,5 y =0,0007x + 0,164
3
8 0,4
Protein Absorbans 203
Konsantrasyonu(ug) (562nm) _§ 0,2
500 0,516313885 § i
250 0,33664868 < g
125 0,254824167 0 100 200 300 400 500 600
25 0,181430868 Protein konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4-8: BCA deneylerinde elde edilen absorbans degerleri ve standard egrisi

Kaspazl protein ekspresyonunun analizi i¢in hazirlanmig nétrofil hiicreleri ile kaspazl
izoformlaria 6zgii antikorla western blot yapild1 (Sekil 4-9). Noétrofillerde kaspazl alfa
izoformunun eksprese oldugu gosterildi. Atakli ve ataksiz hastalar arasinda ekspresyon

acisindan belirgin bir fark goriilmedi

Marker18 17 12 8 13 4 2 6 7

Kaspaz1 alfa

Kaspazl beta,
} gamma ve

delta

p20
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Sekil 4-9: Notrofil hiicreleriyle kaspazl izoformlarina 6zgii antikorlarla yapilan western
blot sonuclari.

18, 17, 12, 8 ve 13. atakli, 4, 2, 6 ve 7. ataksiz hastalara ait notrofil ornekleri

Kaspazl izoformlarma spesifik antikorla hastalara ait periferik kan monontkleer
hiicrelerinin 6rneklerinde western blot sonucu Sekil 4-10’da verilmistir. izoformlarmn

ekspresyon paternleri hastalar arasinda farklilik gosterdigi belirlendi.

Marker 17 18 8 5 4 6 3 16 7

Kaspaz-1 alfa

Kaspaz-1 beta,
gama ve delta

p20

Sekil 4-10: Periferik kan mononiikleer hiicre érnekleri kullamlarak kaspazl izoformlarina
ozgii antikorlarla gerceklestirilen Western Blot sonuclari

17, 18, 8 ve 16 atakli; 5, 4, 6, 3 ve 7 ataksiz hastalara ait notrofil 6rnekleri

THP-1 hiicreleri kiiltiir ortaminda LPS ile muamele edilderek, western blot ile kaspazl
ekspresyonunda degisiklik olup olmadigi arastirildi ve LPS’nin THP1 hiicrelerinde
kaspazl ekspresyonunu etkilemedigi goriildii (Sekil 4-11).
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3. saat kontrol

3. saat LPS
6. saat kontrol

Marker
0. saat
6. saat LPS
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12. saat LPS
20. saat kontrol
20. saat LPS

Kaspazl alfa

Kaspazl beta,
gama ve delta

P20
(gdérinmuyor)

Sekil 4-11: LPS ile muamele edilmis THP-1 hiicreleriyle kaspazl izoformlarina

spesifik antikorla yapilan western blot sonucu.

Kaszpaz-1’e ait izoformlarin en biiyiigii alfa izoformu olup 45 kDa’luk kiitleye sahiptir.
Alfa izoformundan sonra en biiyiik izoform beta izoformu olup 42 kDa’dur. Ugiincii

biiylik kaspaz -1 izoformu olan gama izoformu da 35 kDa, en kiigiik izoformu olan delta
ise 29 kDa’dur
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5. TARTISMA

En yaygin ve bilinen en eski periyodik ates sendromlarindan olan Ailevi Akdeniz Atesi
(AAA) (45) otozomal resesif (46) otoinflamatuar bir hastalik olup dogal bagisiklik
sistemde meydana gelen bozukluk sonucu ortaya ¢ikmaktadir (45). Sefarad Yahudileri,
Ermeniler, Tirkler ve Araplar’da AAA prevalansi yiiksek olmakla birlikte diinyanin
diger bolgelerinde de diisiik siklikta goriilmektedir (47). AAA, pirin/marenostrin
proteinini kodlayan (47) MEFV geninde meydana gelen nokta mutasyonlart ile iligkili
bir hastaliktir (46). Bu protein, proinflamatuar sitokinler olan IL-1b ve IL-18’in
kesilmesinde ve salinmasinda onemli rol oynayan pirin inflamazomun 6nemli bir
parcasidir (45). Mutasyona ugramis pirin, kaspazl’i aktive ederek (47) kontrolsiiz

interlokin (IL-1) salgilanmasi sonucu asir1 bir inflamatuar yanita neden olur (46).

AAA, peritonit, plorit, sinoviyal atak ve tekrarlayan ates ataklari olarak kendini
gosteren bir hastaliktir (26,48). Ayrica farkli dokularda anormal beta-tabaka fibriller
protein birikimi olan amiloidoza yol ag¢ip 6lim oranlarinda artisa neden olabilir (47).
Bugiine kadar 300’den fazla AAA varyanti tanimlanmig olmakla birlikte (49), pirinin
baz1 ekzonlarinda (ekzonl, 2, 3 ve 9) bir veya birka¢ tane mutasyon goriiliirken
bazilarinda da (ekzon 4, 6, 7 ve 8) ise mutasyon bulunmamaktadir (23). Ekzon 10
tizerinde de M680I, M694V, M6941, V726A, R761H, A744S ve 1692del mutasyonlari
bulunmaktadir. Bu mutasyonlar patojenik varyantlar olarak tanimlanmaktadir. E148Q
mutasyonu ise ekzon 2 iizerinde goriilmekle birlikte patojenik etkiye sahip olup
olmadig1 tartismalidir (20). Ekzon 10 iizerinde bulunan mutasyonlara sahip AAA
hastalarin (6zellikle M694V mutasyonu i¢in homozigot olanlar) siddetli bir fenotipe
sahip oldugu bilinmektedir. Bu hastalar daha erken baslangicli olup daha sik atak gegirir
ve daha yiiksek dozlarda kolsisine ihtiyag duymaktadirlar. M694V mutasyonu tim
AAA mutasyonlarinda goriilen en yaygin ve en patojenik varyanttir. M680I varyanti
Tirklerde ve Ermenilerde, V726A varyant1 Askenazi Yahudilerinde ve M6941 varyanti
ise Araplarda daha yaygin olan mutasyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (45,50,51).
Ayrica klinik olarak AAA tanist konulmus hastalarin {igte birinden fazlasi ya MEFV

geni ile iliskili heterozigot mutasyon tasir ya da bu mutasyonu tasimamaktadir (45).

AAA patogenezinde onemli rol oynayan IL-1b’nin aktivasyon ve salgilanmasina neden

olan kaspazl, MEFV geni tarafindan kodlanan pirin (marenostrin) proteinin ASC ile
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etkileserek pirin inflamazom kompleksinin olusmasiyla aktiflesir (52). Kaspazl
aktivasyonuna bagl olarak, proinflamatuar aracilarin (IL-1p ve IL-18) olgunlasmas1 ve
salgilanmas: tetiklenerek bagisiklik sistemi aktive olur ve antimikrobiyal savunma ile
sonuglanan piroptoz indiiklenir. inflamazom kompleksinin aktive olmas1 sonucu p20 ve
pl0 alt birimleri ortaya ¢ikmakta (53) ve bu birimlerden meydana gelen p20/p10
tetramer yapisinin hiicrelerde bulunan aktif kaspaz1 tiirii oldugu varsayilmaktadir (54).
Boucher ve ark. (2018) aktif kaspazl1’i izole etmek i¢in yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
beklenenin aksine p20/p10 izoformu yerine p33/p10 izoformunun aktif tiirii oldugunu
ileri stirmiglerdir. (43,55). Chae ve ark. (2008) saglikli kontrollere kiyasla AAA
hastalarindan alinan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kaspazl tarafindan kesilen
pirin miktarinda 6nemli bir atis oldugunu gdstermislerdir (56). Ayrica, periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde AAA ile iligskili B30.2 mutasyonlarin1 i¢ceren mutant pirin
proteinleri, kaspaz] tarafindan normal (wild type) pirinden daha verimli bir sekilde (%
70 oraninda) parcalandigi da gosterilmistir (57). Kaspazl’in alfa, beta, gama, delta,
epsilon ve zeta olmak {iizere farkli izoformlari bulunmaktadir. Bu c¢aligmadaki temel
amacimiz da AAA hastalarinda atak sirasinda ve ataksiz donemde aktif kaspazl

izoformlariin ekspresyonunu analiz etmektir.

Atakli ve ataksiz donemdeki AAA hastalarda kaspazl izoformlarinin mRNA ve protein
ekspresyonlarini karsilagtirmak i¢in qRT-PZR yapildi. AAA patogenezinde noétrofiller
onemli rol oynadigi icin hastalardan izole edilen noétrofillerde ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde kaspazl izoformlarinin ekspresyon seviyesi ayri ayri analiz
edilmistir. AAA, inflamasyonun oldugu bolgeye biiyiik miktarda polimorfoniikleer
notrofil (PMN) akisinin aracilik ettigi, kendi kendini sinirlayan yogun iltihaplanma
donemleri ile karakterize edilir (58). Pirin proteini 6zellikle notrofiller
(Polimorfoniikleer hiicreler), eozinofiller ve monositlerde eksprese olmaktadir (59).
Kendi kendini sinirlayan inflamatuar ataklarin temel etkeni nétrofiller olsa da fenotipik
ve fonksiyonel oOzellikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (60). Ayrica hasta
notrofillerinin in vitro ortamda IL-1b salgiladig1 ve artmis kaspazl aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir (61,62). Bu nedenle hastalardan nétrofiller izole edilerek kaspazl izoform
ekspresyonlar1 notrofillerde analiz edildi. Elde edilen sonuglara bakildiginda atakli ve
ataksiz hasta farki olmaksizin tiim hastalarda alfa izoformunun mRNA ekspresyonu
delta-gama ve epsilona izoformlarina gére daha yiiksek bulundu (Tablo 4-1, Tablo 4-2
ve Sekil 4-9). Atakli hastalarin nétrofillerinde alfa izoformunun mRNA ekspresyonu
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ataksiz hastalara gore daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi
(p=0,835, Tablo 4-5). Fakat delta-gama ve epsilon izoformlarinin mRNA ekspresyonlari
ataksiz hastalarda ataklilara gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (sirastyla p=0.0047
ve p=0.004, Sekil 4-4). Manukyan ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir caligmada AAA
atakli hastalarda kaspazl seviyesinin ataksiz olanlara gore artmis oldugu gosterilmistir.
(63). Fakat literatiire bakildiginda kaspazl izoformlarinin ekspresyonu ile AAA

arasindaki iliskiye dair herhangi bir veriye ulasilamadi.

Hasta kanlarindan elde edilen periferik kan mononiikleer hiicre o6rneklerinde de qRT-
PZR yapilarak kaspazl izoformlarinin mRNA ekspresyon seviyeleri incelendi. Periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde alfa izoformunun ekspresyonu ataksiz hastalarin
timiinde ve atakli hastalarin biiylik ¢ogunlugunda (9 ve 10 numarali hastalar harig)
delta-gama ve epsilona gore daha yiiksek bulundu (Tablo 4-3 ve Tablo 4-4). 9 ve 10
numarali atakli hastalarda delta-gama izoformunun ekspresyonu alfa ve epsilona gore
daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4-5). Atakli hastalarla, ataksiz hastalarin periferik
kan mononiikleer hiicre orneklerinde kaspazl izoformlarimin mRNA ekspresyonu
karsilagtirildiginda  ataksiz  hastalarda delta-gama ve epsilon izoformlarinin
ekspresyonlar1 diisiik iken ataklilarda nispeten daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak fark bulunamadi (Tablo 4-5). Fakat p degerleri anlamlilik sinirina
oldukg¢a yakin bulundu (sirastyla p=0,0583, p=0,0712 ve p=0,0549). Bu sonucun hasta

sayisinin az olmasindan kaynaklandig: diistintilebilir.

M694V AAA’nde en yaygin mutasyon olup hastalarin %80’1 bu mutasyona sahiptir.
Tablo 3-1’de mutasyon durumu bilinen hastalarin biiyiik ¢cogunlugu M694V homozigot
mutasyonuna sahip oldugu goriilmektedir. Bir diger yaygin mutasyon ise M680I
mutasyonu olup ¢alismamizda kullanilan hastalardan da biri de bu mutasyona sahiptir
(64). Literatiire bakildiginda M694V homozigot mutasyonuna sahip hastalarda kaspazl
seviyesi arttig1 gosterilmistir (61). Mutasyon bulunmayan 1 numarali hastanin
notrofillerinde kaspazl mRNA ekspresyonu digerlerine gore diisilk bulunsa da
mutasyon bulunmayan sadece bir hasta oldugundan saglikli bir kiyaslama yapmak

mumkin olmada.

Notrofil drnekleriyle gergeklestirilen western blot sonucunda hem atakli hem de ataksiz
hastalarda sadece alfa izoformunun protein ekspresyonu goriilmiistiir (Sekil 4-9). Atakl

ataksiz hastalarin notrofillerinde protein ekspresyonu kiyaslandiginda bariz bir farklilik
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gozlemlenmedi. Gohar ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada da AAA
hastalarindan alinan nétrofillerde, artan kaspazl aktivitesi in vitro olarak gosterilmistir
(62). Caldiran ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir calismada da kaspazl
ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir (3-kat, p=0.09) (65). Calismamizin
sonuclarinin farkli olmasiin nedeni yontemsel farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.
Caldiran ve ark. (2021) ELISA yontemini kullanmislardir. Calismamizda ise izoformlari
ayr1 ayr1 degerlendirmeye daha uygun oldugu i¢in western blot yontemini kullandik.
Fakat ELISA yontemiyle daha kantitatif degerlendirme yapmak miimkiindiir. Ayni
zamanda RT-PZR sonuglarimiz atakli Caldiran ve ark. (2021) sonuglariyla uyumlu

olarak, atakli hastalarda alfa mRNA ekspresyonu artmis oldugunu gosterdi.

Kaspaz1’e spesifik antikorla hastalara ait periferik kan mononiikleer hiicre 6rnekleriyle
gerceklestirilen western blot sonucunda izoformlarin protein ekspresyon paternlerinin
farklilik gdsterdigi sonucuna varilmistir (Sekil 4-9). Atakli ve ataksiz hastalarda protein
ekspresyonu karsilastirildiginda ataksiz hastalarin bazilarinda (5 ve 6 numarali hastalar)
yikksek oldugu goriilmektedir. Fakat bu hastalarda o6zellikle beta izoformunun
ekspresyonu yiiksek bulunmustur. Atakli hastalarda ise (16 ve 17 numarali hastalar) alfa

1izoformunun protein ekspresyonu diger izoformlara goére daha yiiksektir.

Ayrica hastalara ait notrofil ve periferik kan mononiikleer hiicre o6rneklerinin mRNA
ekspresyon seviyesi ve protein seviyeleri arasindaki iliski de degerlendirilmistir.
Hastalardan elde edilen nétrofillerle yapilan western blot sonuglarina gére hem atakl
hem ataksiz hastalarda sadece alfa izoformu eksprese oldugu goriilmektedir. Kantitatif
PZR sonuglarina gore de notrofillerde alfa izoformunun mRNA ekspresyonu western
blot protein analizine dahil edilen 8, 12, 13, 17, 18 numarali atakli hastalarda (3,89-
15,24) 4, 2, 6 ve 7 numarali ataksiz hastalara (1,63- 7,75) gore artmis bulundu (Tablo 4-
1). Delta-gama izoformu ile kiyaslandiginda alfa izoformunun mMRNA
ekspresyonundaki artigin atakli hastalarin nétrofillerinde (3,89-15,24 kat artis)
ataksizlara (1,63-7,75 kat artis) gore daha fazla oldugu goriildii (Tablo 4-2). Buna
ragmen western blot’ta alfa izoformu disindaki diger izoformlarin protein ekspresyonu
goriilmedigi i¢in RT-PZR ile western blot sonuglar1 tam olarak uyusmamaktadir. Bu
durum western blot’'un hassasiyetinin daha diisiik olmasmmin yam1 sira gen

ekspresyonunda post-transkripsiyonel diizenlenmeler nedeniyle mRNA ekspresyonunun
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her zaman i¢in protein ekspresyonunu yansitmamasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 4-4
ve Sekil 4-9).

Ayrica periferik kan mononiikleer hiicrelerinde kantitatif PZR ve western blot sonuglari
atakli ve ataksiz hastalar i¢in degerlendirilmistir. Periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde kaspaz1’in protein ekspresyonu incelendiginde atakli olan (17, 18, 8 ve 16
numarali) hastalarda nétrofillerde oldugu gibi daha ¢ok alfa izoformu ekspresyonu
gorilmektedir. Ataksiz hastalarda (5, 4, 6 ve 7 numarali) ise daha ¢ok beta ve gama
delta izoformunun ekspresyonu goriilmektedir. Hastalara ait periferik kan monontikleer
hiicrelerde yapilan kantitatif PZR sonuglarina gore yine alfa izoformu atakli hastalarda
ataksizlara gore daha yiiksek bulundu. Western blot analizinde agirlikli olarak alfa
izoformunun goriilldiigii 8, 16, 18 numarali atakli hastalarda alfa izoformunun
ekspresyonu delta-gama ile kiyaslandiginda daha yiiksek (7,73-36 kat) bulundu. 17
numarali hastada ise alfa ekspresyonu, delta-gama ekspresyonuna yakin (1,62 kat)
bulundu. Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde western blot protein analizinde 4, 5, 6,
7 numarali ataksiz hastalarda beta ve delta-gama ekspresyonu alfa ekspresyonuna gore
daha yiiksek gdriinmesine ragmen bu hastalarda alfa izoformunun mRNA ekspresyonu
delta-gama ekspresyonuna goére c¢ok daha yiiksek (18,13-128,89 kat) oldugu
goriilmektedir. Kaspazl’in sadece beta izoformunu saptayacak spesifik bir primer
tasarlanamadigl i¢in mRNA ekspresyonu analiz edilememistir. Alfa izoformu beta
izoformunu tamamen icerdiginden sadece beta izoformunu saptayacak sekilde primer
tasarlanamadi. Beta ile alfa izoformu i¢in ortak primer yapilmaya g¢alisildiginda ya
baska CARD domaini iceren genlere ya da gama ve delta izoformlarina da
komplementerlik gosterdiginden beta izoformunun ekspresyonu analiz edilemedi. Gama
ve delta izoformlarin1 ayirmak i¢in gama ve delta izoformalarinin farklilik gosterdigi
bolgeye 0Ozgli tasarlanan primerler alfa ve beta izoformuna da komplementerlik
gosterdiginden gama ve delta izoformlarina ortak primer tasarlandi. Daha 6nce yapilan
caligmalarda izoformlar1 ayr1 ayr1 ekspresyonu analiz edilecek sekilde primer
tasarlanmamis, ortak bir primerle biitiin izoformlar c¢ogaltilarak agaroz jelde
gorlntiillenmistir  (66,67). Sonu¢ olarak elde edilen sonuglara gore kaspazl
izoformlarimin protein ekspresyonu ile mRNA ekspresyonu arasinda korelasyon
bulunmamaktadir (Sekil 4-5 ve Sekil 4-10). Bu durum mRNA’larin proteinlere
doniisiimiinde yine post-transkripsiyonel diizenlenmelerin (miRNA, translasyonel

diizenlenmeler gibi) etkisini diisiindiirmektedir.
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LPS ile muamele edilmis THP-1 hiicreleriyle de kaspazl izoformlarina spesifik
antikorlar kullanilarak western blot gerceklestirildi. THP-1 hiicrelerinde inflamasyonu
tetiklemek igin degisen saat araliklarinda (0, 3, 6, 12, ve 20.saat) LPS ile muamele
edilmistir. Ardindan kaspazl ekspresyonunu western blot ile analiz edilerek bir farklilik
olup olmadig arastirilmigtir. LPS’nin kaspazl protein ekspresyonunu etkilenmedigi
gosterilmistir (Sekil 4-11). THP-1 hiicreleri insan monositik hiicreleri olup (68)
inflamatuar ve bagisiklik yanitinda 6nemli role sahiptir. LPS ise gii¢lii bir makrofaj ve
monosit aktivatorii olup inflamatuar sitokinlerin (IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-

a) salinmasina neden olur (69). Netea ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada
THP-1 hiicreleri LPS (100 ng /mL) ile muamele edilmistir. Calisma sonucunda kaspazl
aktivasyonunda herhangi bir degisikligin olmadigi ve THP-1 hiicreleri sadece LPS ile
uyarildiginda aktif IL-1b salimimi olmadigi sonucuna varilmistir. Fakat forbol-12-
miristat-13-asetat (PMA) ile birlikte muamele edildiginde THP-1 hiicrelerini IL-1b
saliimi gerceklestirmislerdir (70). Calismamiz Netea ve erk. (2009) sonucu ile uyumlu
olarak LPS muamele edildiginde ile kaspazl ekspresyonunda herhangi bir degisiklik

bulunamada.

Calismamiz kaspazl izoformlarinin ekspresyonunu atakli ve ataksiz hastalarda
degerlendiren ilk caligma niteligindedir. AAA hastaliinda kaspazl ekspresyonunu
degerlendiren az sayida ¢aligsma bulunmaktadir (63,65) ve bu ¢alismalarda da izoformlar
ayrt ayr1 degerlendirilmemistir. Bu konudaki arastirmalarin kisithh olmasi sebebiyle
yapilan ¢calismamiz kaspazl izoformlariyla ilgili ileride yapilacak yeni ¢aligmalara katki
saglayabilir. Ayrica bu izoformlarin ekspresyonlarinin nétrofil ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerde arastirilmasi da AAA hastalig1 i¢in dnemli bir bilgi kaynagi
olmustur. Clinkii kaspazl izoformlariyla nétrofillerde veya periferik kan mononiikleer
hiicrelerde degerlendiren AAA ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Kaspazl
izoformlarmin diger otoinflamatuar hastaliklardaki rolleri de arastirilarak AAA ile
karsilastirilabilir ve izoformlarin diger otoinflamatuar hastaliklardaki ekspresyon ve
protein seviyelerine de bakilabilir. AAA ve diger otoinflamatuar hastaliklarda periyodik
bir sekilde kendini gosteren semptomlar bu tiir hastaliklarla ilgili ¢alismalar1 daha cazip
hale getirmektedir. Ciinkii gende mutasyon olmasinda ragmen semptomlar belli
araliklarla kendini gostermektedir. Dolayisiyla otoinflamatuar hastaliklarin neden
periyodik olduguna dair yapilacak calismalar hastaligin tedavisi i¢in 6nem arz

etmektedir.
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FORMLAR

GENETIK BiLIMSEL ARASTIRMA AMACLI KAN VEYA DOKU ORNEGI ALINAN KiSiLER iCIN

BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU

“Ailevi Akdeniz Atesinde Kaspaz 1 izoformlarmin Ekspresyon Analizi” baslikli klinik ¢alismada
kullanilmak iizere kolunuzdan 10 (1 tiip) ml. kan alinmasi gerekmektedir. Bu kandan, genetik materyal
(DNA/RNA) ve/veya hiicre elde edilecektir. Bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz
istenebilir. Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri ve/veya kan alma bdlgesinde morarma
sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kii¢iik bir kan pihtis1 olabilir. Olast bir

soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Tan1 6rneginiz boliimiimiize ulastiktan sonra kayit edilip, numaralandirilarak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacak

sekilde saklanmaktadir.

Alinan biyolojik 6rneklerden DNA/RNA/hiicre materyaliniz izole edilerek saklanacaktir. Olusturulan bu

argivde kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir.

Tan1 6rneginizde istenen tetkikler tamamlandiktan sonra yasal siire boyunca saklanacak sekilde arsivlenecektir.
Tan1 amagl yapilan analizler raporlandiktan sonra artan materyal hastaliklarin genetigini aydinlatmak ve
tedaviye yonelik yeni hedeflerin belirlenmek amaciyla DETAE’de gergeklestirilecek bagka bilimsel aragtirma
projelerinde kullanilabilir.

Caligsma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir. Ancak arzu ederseniz kisisel bulgulariniza

ulagma hakkina sahipsiniz.

Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacaktir. Kisisel ve tibbi bilgileriniz

igyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi liglincii sahislara aktarilmayacaktir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir yonden etkileyecegini

diisiinmeniz durumunda, arastirmadan kendi isteginiz ile ve istediginiz an ayrilabilirsiniz.

Bu ¢aligmada sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurumundan herhangi bir 6deme alinmasi s6z

konusu olmadig: gibi size de caligmaya katilmaniz nedeniyle herhangi bir 6demede bulunulmayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilir ya da herhangi bir asamada vazgecebilirsiniz. Bu talebinizin/kararinizin

gelecekteki takip ve tedaviniz iizerine olumsuz bir etkisi olmayacaktir.

Goniillii nizasina bakilmaksizin aragtirmact tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.
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A. Benden alinan kan drneginin yukarida ad1 belirtilen bilimsel ¢alismada kullanilmasini

Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum Q

B. Benden alinan kan 6rneginin bundan sonra yapilabilecek genetik ¢aligmalarda kullanilmasini

Kabul ediyorum 4 Kabul etmiyorum 4

C. Yukarida ad1 belirtilen ¢aligma ve 6rnegimin kullanildig: diger galigmalarda tespit edilen benimleilgili

bulgulari 6grenmek

Istiyorum O Istemiyorum O

Burada attigim imza ile genetik testlerimin yapilmasi, materyalimin saklanmasi ve geregi halinde kimlik bilgilerim
sakli kalmak kosulu ile elde edilen verilerin 1.U. AZIZ SANCAR DETAE Genetik AD tarafindan yiiriitiilen veya
desteklenen bilimsel ¢aligmalarda kullanilmasini kabul ediyorum ve bu onay: verirken yukarida tarafima verilen
bilgileri okudugumu, anladigimi ve kabul ettigimi de tasdik ediyorum.

(Bu belge 1 sayfadan olugmaktadir)

NOT:
Zihinsel oziirlii kiiler, bilinci kapali olanlar ve rejit olmayan g¢ocuklar icin bu belge velisi veya vasisi tarafindan

doldurulacaktir. Kararimizdan énce asagidaki bilgileri liitfen okuyunuz.

Formu Okuyup imzalayan Kisinin; Bilgilendiren Kisinin;

Ad1 ve Soyadi: Adi ve Soyadt: Prof. Dr. Ahmet GUL
Hastaya Yakilik Derecesi: Telefon: 0212 6318699-32892
Iletisim Bilgileri: Tarih:

Tarih: imza

Imza:
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