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1. OZETLER

1.1.Tiirkce Ozet

Pediatrik Ailesel Akdeniz Atesi Hastalarda CD40 Polimorfizmi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Mahir BINICI
Danmigsmani: Dog. Dr. Selahattin TEKES
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

Amac: Ailesel akdeniz atesi (FMF) resesif olarak kalitilan otoinflamatuar bir
hastaliktir. FMF bir¢ok klinik semptomun kombinasyonunun goriildiigi bir hastalik
olup genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinin ¢cogu ile iligkili olabilmektedir.
Lokal ve sistemik inflamatuvar cevaplara katilan ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde kritik rol oynayan CD40 geninde meydana gelen tek niikleotid
polimorfizmleri bir ¢ok hastalikla ilsikilendirilmistir. Calismamizda CD40
polimorfizmlerinin hastaligin patogenezinde bir etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasini amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Hasta grubunda MEFV (Mediterranean Fever) geninde meydana
gelen yaygin mutasyon verileri pyro-sekans analizi ile elde edildi. Hasta ve kontrol
gruplarinda CD40 genindeki Tek Nukleotid Polimorfizmlerinin (Single Nucleotide
Polymorphisms-SNPs) genotiplemesi i¢in Real-Time PCR’ da rs1883832 ve
rs4810485 SNP genotipleme problari kullanildi.

Bulgular: Calismamizda MEFV geninin yaygin mutasyon analizi sonucunda en sik
goriilen mutasyonlar E148Q (%33,6) ve M694V (23,4) mutasyonlar1 olmustur. CD40
genine ait rs1883832 tek niikleotid polimorfizm analizi sonucu hasta grubunun %43,0°
tinde CC, %56,0’ sinda CT ve %1,0° inde TT genotipleri saptanirken kontrol grubunda
ise %47,0° sinde CC ve %53,0° iinde CT genotipleri saptandi. CD40 genine ait
rs4810485 tek niikleotid polimorfizm analizi sonucu hasta grubunun %43,0’ iinde GG,
%43,0’ iinde GT ve %14,0’ iinde TT genotipleri saptanirken kontrol grubunda ise
%47,0° sinde GG, %45,0° inde GT ve %8,0” inde TT genotipleri saptandi. Her iki tek
niikleotid polimorfizmi i¢inde hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel bir fark

saptanmadi (p>0.05).



Sonug¢: Calismamizda FMF hastaligi ve CD40 geninin rs1883832 ve rs4810485 tek
niikleotid polimorfizmleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Calismamiz
mevcut literatlir bilgilerimize gore iilkemizde FMF ¢ocuk yas grubunda yapilan ilk

calisma olmasi bakimindan 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Ailesel Akdeniz Atesi, CD40, Polimorfizmi, Tek Niikleotid,
rs1883832, rs4810485



1.2. Abstract

CD40 Gene Polymorphisms in Pediatric Patients with Familial Mediterranean
Fever

Student’s Surname and Name: Mahir BINICI

Adyviser of Thesis: Assoc. Prof. Selahattin TEKES

Department: Medical Biology

Aim: Familial Mediterranean fever (FMF) is a recessively inherited autoinflammatory
disease. FMF is a disease with a combination of many clinical symptoms and may be
associated with most genetic and non-genetic risk factors. Single nucleotide
polymorphisms in the CD40 gene, which participates in local and systemic
inflammatory responses, play a critical role in the regulation of the immune system,
have been associated with many diseases. In our study, we aimed to investigate
whether CD40 polymorphisms have an effect on the pathogenesis of the disease.
Material and Method: Common mutations in the MEFV (Mediterranean Fever) gene
in patients were obtained by pyro-sequence analysis. TagMan genotyping probes of
rs1883832 and rs4810485 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) were used in
Real-Time PCR for genotyping of SNPs in CD40 gene for patient and control groups.
Results: In our study, E148Q (33.6%) and M694V (23.4) mutations were the most
common mutations as a result of the mutation analysis of the MEFV gene. As a result
of rs1883832 single nucleotide polymorphism analysis of CD40 gene, CC genotypes
were detected in 43.0%, CT in 56.0% and TT in 1.0% of the patient group, whereas
CC genotypes were detected in 47.0% and CT in 53.0% of the control group. As a
result of rs4810485 single nucleotide polymorphism analysis of CD40 gene, GG
genotypes were detected in 43.0%, GT in 43.0% and TT in 14.0% of the patient group,
whereas GG genotypes were detected in 47.0%, GT in 45,0% and TT in 8.0% of the
control group. There was no statistical difference between the patient and control
groups in both single nucleotide polymorphisms (p>0.05).

Conclusion: In the light of the data obtained in our study, there was no significant
correlation between FMF disease and CD40 gene rs1883832 and rs4810485 single
nucleotide polymorphisms. According to our current literature knowledge, our study
is important in terms of being the first study conducted in the pediatric patient with

FMF in our country.



Key Words: Familial Mediterranean Fever, CD40, Polymorphism, Single Nucleotide,
rs1883832, rs4810485



2. GIRIS VE AMAC

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) tekrarlayan ates ataklari, serozit, eklem bulgulari,
erizipel benzeri dokiintiiler ve bobrek komplikasyonlarit ile kendini gosteren
otoinflamatuvar bir hastaliktir. Mediterranean Fever (MEFV) genindeki
mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif gegisli bir hastaliktir (1).

FMF genel olarak Akdeniz bdlgesinde yasayan populasyonlart etkiler ve Tiirk,
Yahudi, Arap ve Ermeni niifuslarinda giiglii bir dagilim gosterir. Akdeniz havzasinda
bulunan Ispanya, Italya ve Yunanistan toplumlarinda daha az o&lgiide dagilim
gostermektedir. Bununla birlikte son yillarda artan gogle birlikte FMF artik diinya
capinda goriilebilen bir hastalik haline gelmistir (2,3).

FMF genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinin ¢ogu ile iliskili
olabilmektedir. FMF de genotip ve fenotip korelasyonu oldukca kompleks yapidadir.
Hastaligin patogenezinde etnik ve cevresel faktorlerin yaninda farkli genetik
faktorlerde rol oynamaktadir (4).

Cluster of Differentiation 40 (CD40) TNF ailesine ait tip II sitokin olup
bagisiklik hiicreleri, trombositler, fibroblastlar, epitel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, mast
hiicreleri ve dentritik hiicreler dahil ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese edilir. CD40 lokal
ve sistemik inflamatuar cevaplara katilir, bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilasmasina aracilik eder ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde kritik rol oynar
(5).

Bir dizi ¢alismada, CD40 genindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNPs)
¢ok sayida immiino-inflamatuvar hastalik ile iligkili oldugu bildirilmistir (6).

FMF birgok klinik semptomun kombinasyonunun goriildiigii bir hastaliktir.
Cevresel faktorler ve farkli genlerdeki gen mutasyonlar1 bu hastalikta rol
oynayabilmektedir. Calismamiz 1s515inda  CD40 genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNPs) hastaligin patogenezinde bir etkisinin olup olmadigi
arastirlldi. Calismamizin bu alanda yapilacak diger calismalara bilgiler verecegi
diistincesindeyiz. Calismamiz, Tiirk populasyonunda ¢ocuk yas grubunda FMF ve
CD40 tek niikleotid polimorfizmleri arasindaki iliskinin incelenecegi ilk ¢alisma

olacak olmasi1 bakimindan da dnemlidir.



3. GENEL BiLGILER

3.1.Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) Hastalig:

3.1.1. Ailesel Akdeniz Atesi’ nin tanimi

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), tekrarlayan peritonit, ates, dokiintii ve artrit
ataklar ile karakterize, otozomal resesif gecisli bir inflamatuvar hastaliktir (7). FMF
genel olarak Akdeniz ¢evresinde yasayan toplumlar (Yahudiler, Ermeniler, Tiirkler ve
Araplar) arasinda yaygin olmasina ragmen, go¢ ve artan ulagim imkanlarinin artmasi
nedeniyle diinyanin her yerinde goriilebilmektedir (8).

FMF den sorumlu olan MEFV genindeki mutasyonlar hastaliga sebep
olmaktadir (1).

3.1.2. Tarihgesi

Literatiirde ilk vaka 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan 16 yasinda
Yahudi bir kiz ¢ocugunda tekrarlayan ates, abdominal agri, kanda yiiksek 16kosit
belirtileriyle tespit edilmistir. Arastiricilar bu hastaligi “Paroksismal Peritonit” diye
tanimlamisglardir (9,10). Klinik olarak ilk tanimi 1945 yilinda Siegal ve arkadaslari
tarafindan “Benign Paroksismal Peritonit” ismi ile tanimlanmistir (11). 1950" lerin
basinda, FMF ile potansiyel olarak oliimciil komplikasyonu olan sekonder (AA)
amiloidoz arasindaki iliski bildirilmistir (8).

Heller ve arkadaslar1 1958 yilinda hastaliga “Ailesel Akdeniz Atesi” adim
vermiglerdir (12). Ayni arastiricilar 1964 yilinda hastaligin otozomal resesif gegcisli bir
hastalik oldugunu bildirmislerdir (13). FMF i¢in etkili bir ilag olarak kolsisinin kesfi
1970" lerde biiyiik bir terapotik atilimdi ve bu ilaca verilen yanit, tanty1 dogrulamaya
yardimce1 olmak i¢in kullanilabilmekteydi (14,15).

1997 yilinda hem bir Fransiz calisma grubu hem de uluslararasi bir
konsorsiyum tarafindan klonlanan MEFV geninin 16. Kromozomun p13.3 bolgesinde
yer aldigir tespit edilmistir. Genin irettigi 781 amino asit igeren proteine
“marenostrin/pirin” adi verilmistir (16,17).

Tiirkiye de ilk tespit edilen vaka 1946 yilinda “Garip bir karin agris1 sendromu”

adli raporda Marmarali tarafindan rapor edilmis olup ilk kolsisin tedavisi Ozkan



tarafindan 1972 yilinda uygulanmistir (18-19). Tiirkiye'den ¢ok sayida vaka ulusal ve

uluslararasi dergilerde bildirilmistir.

3.1.3. Epidemiyoloji

FMF en ¢ok Akdeniz bolgesinde yasayan Sefarad Yahudileri, Ermeniler,
Araplar ve Tirkler arasinda yaygindir. 20. yiizyildaki yogun go¢ nedeniyle, FMF
Almanya, Italya, Cek Cumhuriyeti ve Japonya gibi Akdeniz disindaki bdlgelerde de
rapor edilmektedir. Bu popiilasyonlarda, prevalansin 100.000 kisi basima 100-400
civarinda oldugu tahmin edilmektedir (20).

En yiiksek prevalans Tiirklerde goriilmekle birlikte 1/400 ile 1/1000
arasindadir. Tiirklerde tasiyicilik orani 1:5 seklindedir. 84 milyondan fazla niifusu ile
diinyadaki tim FMF vakalarinin biiyiik bir kismi Tiirkiye'de yasamaktadir. Israil,
Askenazi olmayan (Sefarad) Yahudilerde 1/1000" den fazla yaygimnlik orani ve 1:5
tasiyicilik oraniyla ikinci siradadir. Askenaz Yahudilerinde bu say1r daha diistiktiir.
Ermenilerdeki prevalans 1/500° dir. Urdiin, Liibnan ve Suriye gibi Orta Dogu'daki
diger iilkelerde bircok FMF vakasi var ancak kesin prevalans bilinmemektedir
(2,8,21). Diinyada FMF dagilim1 ve prevalansi sekil 1’ de gdsterilmistir.

FMF cinsiyete gore farklilik gdstermemesine ragmen bazi ¢aligmalarda erkek

bireylerde kadinlara gére daha sik gortildiigi bildirilmistir (8,22,23).

FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER:
EPIDEMIOLOGY

2 . \s A
Jmuy A:u<‘ R %,
Egypt \

O Turkish people: 1 /1000 Arabic people: 1/ 2600
O Ashkenazi Jewish people: 1 /73,000

' Armenian persons: 1 /500 e
‘ Sephardic Jewish people: 1 / 250-1000

hitp.//asso .orpha.net/CE RE 2 I _Hentgen_ FMFpdf

Sekil 1 Diinyada FMF dagilimi ve prevalansi (24).



3.1.4. Klinik bulgular

Karakteristik olarak FMF hastalar1; plorit, peritonit, artrit veya erizipel benzeri
cilt lezyonlarinin neden oldugu agri ataklar1 ve tekrarlayan kendi kendini sinirlayan
ates ataklarindan muzdariptir (25,26). Cogu FMF hastas1 ilk atagini1 erken ¢ocukluk
doneminde yasar. ilk atak, hastalari %65’ inde 10 yasin altinda ve %90' inda ise 20
yasin altinda ortaya ¢ikmaktadir (27). Ataklar 12-72 saat arasinda kendi kendini
siirlar ve ataklar arasindaki aralik; haftalardan yillara kadar oldukca degiskendir (2).
Hastaligin 6n belirtileri tipik olarak semptomlarin baglamasindan 1-2 giin dnce ortaya
cikar. Bu on belirtiler; noropsikiyatrik veya fiziksel belirtiler, istah ve tat degisiklikleri
veya semptonun ortaya ¢ikacagi bolgede agri seklinde olabilir (28).

Tekrarlayan ates ataklari, tipik olarak 38°C’ den yiiksektir ve 40°C'ye kadar
cikabilmektedir. Ates dongiisii, bir tepe noktas1 gérene kadar kendiliginden hizli bir
sekilde yiikselir 1-3 giin icerisinde hizli bir diisilis gosterir (28,29)

Baslangigta akut cerrahi karin hastaliklar1 ile karistirilan periton iltihabina baglh
karm agrisi belirtileri (peritonit) FMF de goriilen diger bir belirtidir. Hastalarin %95’
inde goriilen bu semptomda yetiskinlerde kabizlik, c¢ocuklarda ise ishal
goriilebilmektedir. Peritonit belirtileri 12-48 saat i¢cinde diizelmektedir (27,30).

Gogiis agrist; plorit veya perikardit nedeniyle olabilir. Plorit agrisi tipik olarak
tek taraflidir ve 1-4 giin stirer. Gegici olarak kiigiik plevral eflizyon (plorezi) gozlenir
ve ataktan sonraki 48 saat icinde diizelmektedir. Perikardit 1-14 giin aras1 siirer ve
hastalar birden fazla atak gecirirler (27,31).

Artrit ikinci en yaygin semptomdur ve ataklar genellikle monoartikiilerdir.
Tipik olarak alt ekstremitelerin (dizler ve ayak bilekleri) biiyiik eklemlerini igerir ve
genellikle ¢cocukluk ¢aginda gelisen bir durumdur (29,32).

Erizipel benzeri cilt lezyonu (dokiintiiler) alt ekstremitede olusur ve tipik
olarak 10-35 c¢cm? biiyiikliigiinde goriilmektedir. Agrili, sicak ve keskin smirlara
sahiptir ve bu belirtiler genellikle 2-3 giin icerisinde kendiliginden diizelmektedir.
FMF cocuk hastalarda tipik bir ayirt edici semptomdur (21,33).

Uzamig febril miyalji ve akut skrotum FMF hastaliginda goriilen diger
semptomlardir. Akut Skrotum; serozit ataklari esnasinda meydana gelen tunika

vajinalis iltthabindan kaynaklanir ve 12-24 saat i¢inde diizelir (29,34).



FMF hastalarinda; hematiiri, proteiniiri, tekrarlayan akut pyelonefrit,
glomeriilonefrit ve sekonder (AA) amiloidoz goriilen bobrek semptomlaridir.
Sekonder (AA) amiloidoz, FMF' nin en 6nemli komplikasyonu olmasina ragmen,
Tiirkiye'de yapilan ¢ok merkezli biiyiik bir ¢alismada FMF' i hastalarin %8,6' sinda
bulunmustur (35,36).

Henoch-Schonlein purpurasi (HSP) ve Poliarteritis nodosa (PAN) gibi
cocukluk caginin en sik rastlanan vaskiilitinin FMF hastalarinda goriilme sikliginin

normal topluma gore 7 kat daha fazla oldugu bildirlmistir (24).

3.1.5. Tam Kkriterleri

Klinik tam kriterleri, israil'deki Tel-Hashomer Tip Merkezinde yapilan bir
calismadan tiiretilmistir. Akdeniz kokenli bir hasta iki major kriteri veya bir major ve
iki minor kriteri karsiladiginda FMF tanis1 diistintilmelidir (tablo 1) (37).

Tablo 1 FMF tamsi icin Klinik tam kriterleri (Tel Hashomer kriterleri) (20,37).
Major Kriterler
Tekrarlayan ates ataklar ile beraber sinovit, serozit, peritonit ve plorit
Predispozan hastalik olmaksizin AA amiloidoz

Kolsisin tedavisine iyi klinik yanit
Minor Kriterler

Tekrarlayan ates ataklari
Erizipel benzeri cilt lezyonlar1

Ailede FMF oykiisii (birinci derece akraba)

Livneh ve ark. tarafindan Onerilen basitlestirilmis tani1 kriterleri tablo 2’ de
verilmistir. Bu kriterlere gore bir veya daha fazla major kriter ya da iki veya daha fazla

mindr Kriterin olmas1 FMF tanisini diisiindiirmelidir.

Tablo 2 FMF tanisi icin klinik tami kriterleri (Livneh kriterleri) (20,37).

Major Kriterler Minoér Kriterler

(1-4. Tipik ataklar) (1-2. Asagidaki bolgelerden 1 veya daha
fazlasini iceren tamamlanmamis ataklar)

1. Peritonit (genellestirilmis) 1. Gogiis

2. Plorit (unilateral) veya perikardit 2. Ortak

3. Monoartrit (kalca, diz, ayak bilegi) 3. Egzersiz bacak agrisi

4. Yalmz ates 4. Kolsisine olumlu yanit

5. Tamamlanmamis abdominal ataklar



Bu kriterler esas olarak molekiiler analizin tanimlanmasindan 6nce ve yerlesik
bir hastalig1 olan yaygin bir yetiskin popiilasyonunda gelistirilmistir. Bir Tiirk ¢aligma
grubu tarafindan ¢ocukluk c¢agi FMF tanisi i¢in yeni bir dizi kriter Onerilmistir.
Yal¢inkaya ve arkadaslarinin 6nerdigi bu yeni kriterlerin ¢ocukluk ¢agi hastalar i¢in
daha iyi bir sensitivite sagladig1 rapor edilmistir (tablo 3). FMF klinik tanis1 i¢in;
secilen bes kriterden en az ikisinin bulunmasi gerektiginin yeterli oldugu bildirilmistir

(38,39).

Tablo 3 Cocukluk ¢aginda FMF tamisi icin belirlenen kriterler (39).

Kriter Tanim
Ates >38°C aksiller sicaklik,
6-72 saat siire, 53 atak
Karin agrisi 6-72 saat siire, 53 atak
Gogiis agrist 6-72 saat siire, 53 atak
Artrit 6-72 saat siire, 53 atak, oligoartrit

FMF' in aile oykiisii

Uluslararasi bir FMF grubu tarafindan, "FMF i¢in uluslararasi siddet puanlama
sistemi" (ISSF) olarak adlandirilan yeni bir siddet puanlama sistemi gelistirilmistir.
ISSF, arastirmalar ve klinik uygulamalarda kolay uygulanabilir ve kabul edilebilir bir
puanlama sistemi olmasi i¢in gelistirilmistir (40). Bu Skorlama sistemi tablo 4’ te

verilmistir.

Tablo 4 FMF icin uluslararasi siddet puanlama sistemi (20,41).

1 Kronik sekel (amiloidoz, biiyiime geriligi, anemi, splenomegali)

2 Organ disfonksiyonu (FMF iligkili nefrotik diizeyde proteiniiri)

3 Organ yetmezligi (FMF iliskili kalp, bobrek, vs.)

4a”  Ataklarin siklig1 (ayda ortalama 1 ile 2 arasinda atak sayisi)

4b" | Ataklarin siklig1 (ayda ortalama 2 den fazla atak sayisi)

5 Son ataktan en az 2 hafta sonra ataksiz donemde akut faz reaktanlarinda artig (C-
reaktif protein, serum amiloid A, eritrosit sedimantasyon hizi, fibrinojen) (en az iki
kez, 1 ay arayla)

6 | Akut atak sirasinda ikiden fazla boélgenin tutulumu (perikardit, plorit, peritonit, @1
sinovit, erizipel benzeri lezyonlar, testis tutulumu, miyalji, vb.)

7 | Hastalik esnasinda ikiden fazla farkli atak tipi (izole ates, perikardit, plorit, 1

peritonit, sinovit, erizipel benzeri lezyonlar, testis tutulumu, miyalji vb.)
Atak siireleri (yilda en az {i¢ atagin 72 saatten fazla siirmesi) 1
9 | Egrzersiz iliskili bacak agrist (diger nedenlere baglanmaksizin uzun siireli ayakta 1
durma ve/veya egzersiz sonrasi olan agrilar)
Toplam Skor 10
Siddetli hastalik >6, orta diizeyde hastalik 3-5, hafif hastalik <2,
*4a/4b kriterlerin tanimina gore 0-1-2 puanlari verilebilir.
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3.1.6. Patogenez

FMF' den sorumlu gen tanimlanmis olmasina ragmen, FMF' in patogenezi tam
olarak anlasilamamistir. FMF hastaligindan sorumlu olan MEFV geni, 781 amino
asitten olusan bir bagisiklik diizenleyici molekiil olan Pirin proteinini kodlar. Dogal
bagisiklik sisteminde onemli bir role sahiptir ve interlokin 1- B (IL-1pB) tiretimini
diizenlemek i¢in kaspaz-1 ve diger inflamazom kompleksi bilesenleri ile etkilesime
girer. Inflamazomlar, hem dogal hem de adaptif bagisiklik sistemlerinde dnemli bir rol
oynayan multiprotein kompleksleridir (42).

FMF ve diger otoinflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol oynayan ve
interlokin-1p sentezi i¢in gerekli olan en 6nemli inflamazom kompleksi niikleotid
baglayict alan, 16sin bakimindan zengin tekrar ve pirin alani igeren protein olan
NALP3 inflamazom kompleksidir. NLRP3; makrofaj, mikroglia gibi immiin sistem
hiicrelerine ulasan tehlike sinyallerini taniyan ve IL-1f ile IL-18 aracilig1 ile
inflamatuvar yanitlarin baslamasinda gorev alan sitozolik bir reseptor proteinidir
(43,44).

NLRP3 aktive edildiginde bir¢ok inflamatuar uyarana yanit olarak IL-1p' nin
aktivasyonuna yol acar. Pirin; NALP3 inflamatuar kompleksindeki pro-kaspaz-1’e
baglanarak interlokin-1B tretimini engeller. Pirin mutasyonlarinin ¢ogu proteinin
kaspaz-1’e baplandig1 bolge olan C-terminali bolgesinde meydana gelir (43). FMF'
deki pirinde meydana gelen mutasyon etkisinin fonksiyon kaybindan m1 (IL-1pB' nin
pirin inhibitdr etkisi) yoksa bir fonksiyon kazanimindan mi (pirinin IL-1f lizerindeki
proinflamatuar etkisi) kaynaklanip kaynaklanmadigi hala tartigmalidir (45). Pirinin
anti-inflamatuar rolii, kaspaz-1 eyleminin inhibisyonunu ve IL-1f islemesini igerir.
Pirinin proinflamatuar rolii ise IL-1B aktivasyonundan kaynakli bilinmeyen bir

inflamasyonu tetikledigi diisiiniilmektedir (46).

3.1.7. FMF genetigi

FMF' in kalitimi, diger monogenik Mendeliyan hastaliklarda oldugu gibi
siradan bir otozomal resesif kalitima benzememektedir. Yapilan son ¢alismalar, FMF
kalitimi, penetransi ve patogenezinin daha karmasik bir yapiya sahip oldugunu

gostermektedir (45).
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MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunun 13.3 (16p13.3) bolgesinde bulunur
ve 10 ekzondan olusur. 14 600 baz ¢iftinden olugmaktadir (sekil 2) (21).

Chromosome 16
16p13.3

P s I i, OO | P e pe——
~14.6 kb (12 34 s e —eren. o

MEFV gene i frmm
s
{317bp  633bp 3s0bp  96bp 2311::'-"5,_231.79 116bp  33bp 33bp i 1667bp %
Sekil 2 MEFYV geni (49).

En yaygin genetik mutasyonlar, Akdeniz havzasindaki FMF vakalarinin %85'
inden fazlasindan sorumlu olan ekzon 10 ve ekzon 2' de kodlanmistir (21). Bugiine
kadar, MEFV geni i¢in tespit edilen toplam mevcut sekans varyanti sayist 390° dir
(47). Klinik 6neme sahip olmaksizin bu mutasyonlarin ¢ogu nadir olarak goriiliir ve
esas olarak FMF' in yaygin olmadig1 popiilasyonlarda goriiliir. Shinar ve arkadaslari
tarafindan 2012 yilinda yayinlanan bir kilavuza gore, FMF hastaligi icin 14 adet
MEFV varyantinin taranmast onerilmistir. Bu varyantlardan 9 tanesinin (M680I,
M694V, M6941, V726A, A744S, R761H, 1692del, E167D, T2671) patojenik oldugu
bilinmekle birlikte geri kalan 5 tanesinin (K695R, E148Q, P369S, F479L ve I591T)
klinik 6nemi bilinmemektedir (48). Sekanslamanin yayginlasmasindan sonra MEFV
geninin tamaminin sekanslanmasinin varyantlarin tespitinde daha faydali olacagi
diisiiniilmektedir. Mevcut uygulama kilavuzlari, Sanger dizilime yontemi kullanilarak
MEFV geninin ekzon 10 ve istege bagl olarak 2, 3 ve 5 ekzonlarinin test edilmesini
onermektedir. Ayn1 zamanda Yeni Nesil Sekanslama yontemi ile MEVF geninin tiim
ekzonlariin ¢alisilabilecegi de dnerilmektedir (50).

MEFV geninin ekzonlarinda meydana gelen mutasyonlarin bir kismi sekil 3’

te gosterilmistir.
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MEF VNM 000243.2 (16p13.3)
DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781aa

QUR 30 MlnsAl6SA LIMP  ERIP
QIR GLGW  SI66S GIMW  E25G
AGE 814l GV R0 2100
SIOSR  Ria3R QImP L203F  YaRH
1 A38is( 8140 PISOR GG SMRCG
R ReD
Swivg L
Mer
Tl WX
2u>r  KUR
SN0 BRW
iy Y6
A4 LMK

AR

Sizes o) 45

CDS joints
Positions bu/bits DI0/911 126011261 13561357 IS87/1588  1610/1611 17261727 17590760 179211793
Codons 9 304 420421 452453 5291830 53 576 557 598

Sekil 3 MEFYV geninin mutasyonlari (51).

3.1.8. Pirin proteininin yapisi ve FMF ile iliskisi

Yunanca da “ates” anlamina gelen pirin proteini (marenostrin ve TRIM?20
olarak da bilinir); 16. kromozom iizerinde MEFV geni tarafindan kodlanan 781 amino
asitten olusan ve yaklasik olarak 95 kDa biiyiikliigiinde olan bir proteindir. Pirin
ekspresyonu esas olarak dogal bagisiklik sisteminin hiicreleri olan graniilositler,
eozinofiller, monositler ve dendritik hiicreler ile sinirlidir. Homoloji analizleri sonucu,
pirin proteini i¢inde bes farkli bolge tanimlanmistir. Bunlar; PYD bolgesi (Pirin
bolgesi), bZIP, B-Box, CC (coiled-coil) ve B30.2 (PRY/SPRY) bolgeleridir (Sekil 4)
(52).
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Chromosome 16
16p13.3

MEFV gene : e | =
mevene (@ T }—5—F—EHE e-ﬁ:
i3Tep  6235p I50Bp  9Ebp  23LbE- 23bp 116bp  33bp 33hp 1667bp "-
",
S242R -, Tsﬂm.«s; :;252';':;
f ", i MeBadel,
S208T [E244K -, HATEY L omeoanL, G
i | i wrzea
: TG i
Pyrin protein A {
781 aming acids @D/J J b2lP 6 :Jk_,\‘ FC 630.2
1-92 266-2B0 370-412 A20-440 597-776
Interaction { | O J |
partners L
ASC 14 3- 3 PKNIIZ p65/IkB PSTPIPI Caspase 1

Sekil 4 Pirin proteininin yapis1 ve iligkili proteinler (49).

Proteinin N terminal ucundaki PYD bélgesi (1-92. amino asitler aras1), esas
olarak inflamatuar siireglerde yer alan 20' den fazla insan proteininde bulunur. PYD
bolgesi; inflamatuar adaptdr proteini olan ASC (Apoptosis-associated speck-like
protein with a CARD) proteinine baglanarak kaspaz-1 aracligi ile inflamasyondan
sorumlu olan IL-1f iiretimini regiile eder. Aym1 zamanda NF-kB aktivasyonu ile
apoptozisin diizenlenmesini saglar (52,53).

Pirin esas olarak sitozolde bulunur ve b-ZIP bolgesinide igeren proteinin N-
terminal ucunun hem mikrotiibiiller hem de aktin hiicre iskeleti ile iligkili oldugu
bildirilmistir (54).

B-box (370-412) ve a-helikal yapili CC (coiled-coil) (420-440) bolgelerinin
pirinin oligomerizasyonunda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Bu iki bolgenin,
hiicre iskeletinin organizasyonu i¢in onemli bir protein olan prolin-serin-treonin
fosfataz etkilesimli protein (PSTPIPI/CD2BP1) ile etkilesime girdigi de
bildirilmektedir (55,56).

Pirin proteinin C-terminalinde bulunan B30.2 bolgesi, FMF ile iligkili
mutasyonlarin ¢ogunun kiimelendigi bolgedir ve bu nedenle FMF' e yol acan

molekiiler mekanizmalar i¢in esas oldugundan 6zellikle 6nemlidir. In vitro ekspresyon
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caligmalari, pirinin B30.2 bolgesinin dogrudan kaspaz-1 ile etkilesime girdigini

gostermistir (49).

3.1.9. Genotip-fenotip korelasyonu

FMF hastaliginda, mutasyon ve klinik bulgular arasinda biiyiik farkliliklar
goriilmektedir. Benzer mutasyona sahip hastalarda veya aym aile bireylerinde
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan semptomlar farklilik géstermektedir. Bu durum FMF
hastaliginin  klasik kalittm gseklinin disinda birgok faktére bagli oldugunu
diistindiirmektedir (57).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada; FMF hastaliginda diisiik penetrasyon
ile goriilen mutasyonlarin, yliksek penetrasyon ile goriilen mutasyonlara oranla daha
az semptomla iligkili oldugu belirtilmistir. Bu durumun mutasyonlarin “doz etkisi”
nden kaynakli oldugu 6ne siiriilmektedir (58).

M694V mutasyonunun hem homozigot hem de bilesik heterozigot varyantlari
hastalik agisindan daha agir semptomlar gostermekle beraber erken donemde
semptomlarin goriildiigi bildirilmektedir (59).

M694V mutasyonundan sonra en yaygin ikinci mutasyon olan ekzon 2'deki
E148Q mutasyonunun FMF' deki patojenik rolii hala tam olarak bilinmemektedir.
Saglikli popiilasyonun %]1' den fazlasinda bulunmasi benign bir polimorfizm
olabilecegini diistindliirmektedir. Nadir de olsa homozigot E148Q mutasyonu veya
diger patojenik olmayan mutasyonlarin FMF fenotipi gosterdikleri rapor edilmistir. Bu
tir durumlardan kaynakli olarak sadece MEVF varyantlar1 ile FMF teshisi

konulmamasi 6nerilmektedir (60,61).

3.2.Cluster of Differentiation 40 (CD40)

3.2.1. CD40 tarihcesi ve tanimi

CDA40 sisteminin molekiiler patofizyolojisi, ilk olarak 1986 yilinda yapilan bir
calismada ortaya konmaya calisilmistir. Giiniimiize kadar CD40 ve CD40 ligandi
(CD154 veya CD40L olarak adlandirilir) ile ilgili 16 binden fazla ¢alisma yapilmistir.
CD40 ilk kez mesane kanseri hiicrelerinde saptanmistir. Arastirmalarin ¢ogu B ve T

lenfositleri arasindaki CD40 geninin 6nemine odaklanmistir. Daha sonra, CD40
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ligandindaki veya CD40' in kendisindeki mutasyonlarin X'e bagli immiin yetmezlik
hastalig1 olan hiper IgM-sendromundan sorumlu oldugu bulundu (62,68).

CD40; Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) gen siiper ailesinin bir transmembran
reseptoriidiir. Monositler/Makrofajlar, B-Lenfositleri, Dentritik hiicreler gibi antijen
sunan hiicreler, endotelyal, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar gibi cesitli hiicrelerde
eksprese edilir. CD40 ve CD40 ligandinin (CD40L-CD154) arasindaki etkilesim esas
olarak niikleer faktor kappa B’ nin (NF-xB) uyarilmasi araciligiyla sitokinlerin,
kemokinlerin, matriks metaloproteinazlarin (MMP), biiylime faktorlerinin ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu arttirir (62).

CDA40 aracili sinyal iletimi, fizyolojik ve patofizyolojik siire¢lerde dnemli bir
role sahiptir. CD40-CD40L etkilesimi hem humoral hem de hiicresel bagisiklik
yanitlarda rol oynar. Norodejeneratif bozukluklar, greft-konak¢i reaksiyonlari,
neoplaziler ve ateroskleroz gibi genis bir kronik inflamatuvar ve otoimmiin hastalik
yelpazesinde 6nemli bir oyuncu olarak gorev yapmaktadir (63,64).

CD40/CD40L etkilesimine yapilan miidahaleler, ya immiin yetmezlik
durumlarinda CD40 sinyalini artirmak ya da kontrolsiiz immiin reaksiyonlar veya
kronik inflamatuvar durumlarda onu bloke etmek i¢in potansiyel bir hedef olmasindan
kaynaklanmaktadir (65).

CD40/CD40L sinyal yolu organizmanin inflamatuvar yanitina aracilik etmede
anahtar bir role sahiptir. Muhtemelen bir¢ok inflamatuvar ve otoimmiin hastaligin
patogenezinde ve ilerlemesinde rol oynamaktadir (62).

CD40 geninin kodlanmayan bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'
ler) ile otoimmiin hastalik riski arasindaki iligki ortaya konmustur. Ayrica, bazi SNP'
ler i¢in bu iliskinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar icin ¢esitli modeller 6ne

stiriilmiistiir (66).

3.2.2. CDA40 genetigi

CD40 geni; insanlarda 20. kromozomun ql12—q13.2 bélgesinde bulunur ve
11593 bg’ den olusur. Bu genin iiriinii 1.5 kb'lik bir mRNA tarafindan kodlanan 277
aminoasitten olusan, yaklasik 47-48 kDa molekiiler agirliga sahip bir transmembran

glikoprotein reseptdriidiir (sekil 5-6) (67,68).
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Sekil 5 CD40 geninin lokasyonu (69).

9 ekzon bolgesi iceren genin transkripsiyonu sonucu 277 amino asitlik bir
transmembran protein olugmaktadir. Bu protein 22 amino asitlik bir sinyal dizisi, 171
amino asitlik bir hiicre dis1 alan, 22 amino asitlik transmembran alani ve 62 amino

asitlik bir sitoplazmik alandan olusur (sekil 6) (70).

CD40

Chromosom 20,
band q12-q13.2

48 kDa protein

I L |

Extracellular Domain TMD  Cytoplasmic
ain

Sekil 6 CD40 Protein yapisi (68).

CD40 proteininin hiicre dis1 alaninda ¢ok sayida sistein tekrar1 bulunmaktadir.
171 amino asitlik hiicre dis1 alanda birbirleriyle bir veya iki bistilfid bagiyla baglanarak
stabilize olan 4 bolge bulunmaktadir. CD40 ligandinin, bu alanlardan ikinci ve

iclinciisiine baglandigina inanilmaktadir (71).

3.2.3. CD40/CD40L sinyal iletimi ve hiicresel yamt

CD40 proteininin CD40L ile etkilesimi; T lenfositine bagli B lenfositi

aktivasyonu, farklilagmas1 ve Ig tiretiminde kilit bir rol oynamaktadir (72). Bununla
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birlikte, CD40-CD40L eslesmesinin bagisiklik sisteminin farkli yonlerinde ¢ok 6nemli
bir rol oynadig1 zaten kanitlanmustir. Ornek verecek olursak;
¢ Kinazlarin aktivasyonu,
e Hiicresel stres ile ilgili genlerin ekspresyonu,
e Yiizey molekiillerinin ekspresyonu,
e Apoptozun uyarilmasi veya bloke edilmesi,
e Bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasi (6rnegin, B hafiza
hiicrelerinin veya plazma hiicrelerinin liretimi),
e Doku reddi ve otoimmiinite sirasinda T hiicrelerinin aktivasyonu
seklindedir (73-75).

CD40/CD40L etkilesimi, hiicreleri sitokinler ve kemokinler iiretmeye ve
salgilamaya, yapisma molekiillerini, co-stimiile edici molekiilleri ve matris
metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi enzimlerin ekspresyonunu tesvik eder. Bunlarin
tiimii, bir¢ok kronik hastalikta yer alan lokal inflamatuar siireglerde goérev yapmaktadir
(74,76). CD40 6zellikle asagidaki molekiillerin ekspresyonunu etkiler:

Sitokinler: CD40 aracili sinyal iletimi, B lenfositleri tarafindan IL-2, IL-6, IL-
10, TNF-a, lenfotoksin-a (LT-0) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii-B'nin (TGF-f)
sentezini uyarir. Dendritik hiicreler ve eozinofiller tarafindan graniilosit makrofaj
koloni uyaric1 faktor (GM-CSF) sentezi uyarilir. Periferik kan mononiikleer hiicreleri
tarafindan ise TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 sentezi uyarilir. Ayrica, CD40' n T
lenfositleri {izerine baglanmasi sonucu IFN-y (interferon-gamma), TNF-a ve IL-2
tiretimini indiiklenir (77).

Kemokinler: CD40/CD40L etkilesimi, tiibiiler epitel hiicreleri ve makrofajlari
uyararak RANTES (regulated on activation, normal T expressed and secreted), MIP-
la ve MIP-1B (makrofaj inflamatuar protein la-1p), MCP-1 (monosit kemotaktik
protein-1) sentezlenmesine sebep olur (78). Endotel hiicreleri tarafindan ise IL-8,
MCP-1 ve RANTES fiiretimi uyarilir. CD40 aracili kemokin salgilanmasi; IL-4, IL-13
veya IFN-y gibi sitokinler tarafindan birlikte uyarilmaya baglidir (62).

Adhezyon molekiilleri: CD40 sisteminin uyarilmasi, endotelyal hiicrelerde ve
fibroblastlarda E-selektin, vaskiiler hiicre adhezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve
hiicreler arasi adhezyon molekiili-1 (ICAM-1) gibi adhezyon molekiillerinin

ekspresyonunu artirmaktadir (78).
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Hiicre dist matriks diizenleyici enzimler: CD40 sinyali, ¢esitli hiicre
tiplerinde matriks metaloproteinazlarin (MMP) ekspresyonunu uyarir. T hiicrelerinin
CD40 sisteminin aktivasyonu iizerine periferik kan mononiikleer hiicreleri,
makrofajlar, endotelyal ve diiz kas hiicreleri tarafindan MMP-1,-2,-3 ve -9 salgilanir.
Endotelyal ve diiz kas hiicreleri tarafindan ise MMP-11 ve MMP-13 salgilanir. MMP'
ler hiicre davraniginin diizenlenmesinde, hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
modiile etmede, hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesi ve bozulmasinin
diizenlenmesinde ve sitokinlerin ve diger molekiillerin aktivite ve fonksiyonunun

modiilasyonunda rol oynar (79,80).

3.2.4. CDA40 sinyal mekanizmasi

Hiicre igerisinde CD40 ile ilgili sinyal iletimi g¢esitli hiicre i¢i aracilar
tarafindan gercgeklestirilir. Bu tiir aracilarin en 6nemli grubu TNF-reseptori ile iliskili
faktor (TRAF) ailesidir (81). TRAF’ larin uyarilmasi ile NF-kB (ntiklear faktor-kB),
ERK (hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz), MAPK (mitojenle aktive olan protein
kinaz), JAK (Janus kinaz) gibi sinyal yolaklar1 uyarilir. Bu yolaklarin hepsi hiicrelerin
cogalmasini tesvik ederek apoptozdan kagmak icin gerekli olan sinyal yolaklaridir

(sekil 7) (62,71).

{ AKT 4

| MAPK /p38 !

! JNK |
Adhesion molecules i ERKs
Cytokines / Chemokines | <+ 1
Growth Factors \Nf'j? B
MMPs 3z

Sekil 7 CD40 sinyal yolag (62).

19



Niikleer faktor kappa B (NF-kB); ¢ok cesitli sitokinlerin ve adezyon
molekiillerinin iiretimi yoluyla inflamatuar yolaklarin aktivasyonunu uyardigindan
dolay1 CD40-CD40L sinyal mekanizmasi tarafindan aktive edilen en Onemli
transkripsiyon faktoriidiir (82).

TRAF proteinlerinin disinda CD40 proteininin hiicre i¢i bolgesi JAK3 ile
etkilesime girerek STAT-3 (sinyal iletimi ve transkripsiyon-3), STAT-5a ve STAT-6
molekiillerinin fosforilasyonunu uyarir. JAK3 kinaz yolagi, B lenfositlerin
aktivasyonu iizerinde smirli bir etkiye sahip olmasina ragmen, dendritik hiicre ve

monositlerin aktivasyonu i¢in onemlidir (83,84).

3.2.5. CDA40 sinyal mekanizmasinin hastaliklarla iliskisi

CD40' 1n lokal ve sistemik inflamtuar yanitlara katildigi, bagisiklik hiicresi
cogalmasmna ve farklilagsmasmma aracilik ettigi ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde ¢cok dnemli bir rol oynadig1 genel olarak kabul edilmektedir (85).

X'e bagli immiin yetmezlik olan hiper IgM sendromuna sahip hastalarda CD40
veya CD40L de meydana gelen mutasyonlar, diisiik IgG, IgA seviyeleri ve artan IgM
seviyeleri ile karakterizedir (86).

CD40 mekanizmasi; T lenfositi aktivasyonunun ana modiilatorlerinden biri
oldugu icin, viral enfeksiyonlarda (6rnegin, hepatit C) veya hiicre ici veya hiicre dist
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda ¢ok 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Ayrica doku reddinde de 6nemli bir role sahiptir (87,88).

CDA40, T ve B lenfositleri arasindaki isbirliginde bir yardimci1 uyarici molekiil
olarak c¢ok onemli bir rol oynar. Bu kritik rolden dolayi; otoimmiin tiroidit,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, sedef hastaligi, sistemik lupus eritematozus, alerjik
ensefalomiyelit, multiple skleroz, romatoid artrit, kollajen kaynakl artrit ve tip 1
diabetes mellitus gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezinde dnemlidir (89,90).

Genel olarak, CD40 mekanizmasinin inflamatuvar bir arka plana sahip veya
inflamatuvar bir yaniti paylasan ¢esitli hastaliklarin patogenezinde yer aldig
bilinmektedir. Bunu takiben oksidatif stres, endotel disfonksiyonu ve vaskiiler hastalik

gibi siireclerde yer aldig1 gortilmektedir (91,92).
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3.3.Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Insan Genom Projesinin tamamlanmasiyla, popiilasyon arasinda ¢ok sayida
varyasyon (polimorfizm) bulunmustur. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP' ler),
insan genomunda en sik meydana gelen genetik polimorfizmdir ve su anda kamuya
acik SNP veritabanlarinda bildirilen toplam SNP sayis1 9 milyonu agsmaktadir (93).

SNP, tanimi1 gere8i popiilasyonun %]1'inden fazlasinda bulunan genomdaki
belirli bir yerde meydana gelen tek bir niikleotid degisimidir (94). Bundan dolay1 SNP'
ler insersiyon veya delesyon polimorfizmlerini igermezler. Bununla birlikte, pratikte,
bu tanim kesin olarak kabul gérmez ve bazen insersiyonlar, delesyonlar ve %1'den az
allel frekansina sahip varyasyonlar dahil olmak iizere biallelik varyasyonlar da SNP
olarak adlandirilir. Insan genomundaki SNP' lerin ortalama genel frekansi yaklasik
olarak 1000 bg¢' inde birdir (95,96).

Genel olarak SNP’ ler, genomun kodlama bolgelerinde (ekzon) ¢ok daha az
siklikla meydana gelir ve ¢ogu SNP kodlama yapmayan bdlgelerde (intron) bulunur
(97). Kodlanmig proteinleri degistirmemelerine ragmen intronlardaki SNP' ler,
karsilastirmali veya evrimsel genomik g¢aligmalar i¢in 6dnemli genetik veya fiziksel
belirtecler olarak kullanilmaktadirlar. Bir genin diizenleyici bdlgelerinde meydana
gelen SNP' ler gene ait proteinin transkripsiyon oranlarini etkileyebilir. Kodlama
bolgelerinde meydana gelen SNP' ler protein yapisinda ve dolayisiyla islevinde
degisikliklere neden olabilir. Bu da bir ilaca veya ¢evresel toksine yanitta degisiklige
ya da hastalik gelismesine yol acabilir. Bu nedenle SNP' ler bir¢ok hastalik agisindan
genetik ve farmakogenomik c¢alismalarda molekiiler belirtegler olarak kullanilmistir
(98).

Yiiksek frekanslar1 ve basit (ikili) varyasyon paternleri nedeniyle SNP'ler,
monogenik veya kompleks hastaliklarla ilgili bir¢cok ¢aligmada molekiiler belirtecler
olarak kullanilmistir. Monogenik hastaliklarda, tek bir gendeki varyasyon bir hastalik
durumuna neden olabilir. Diger yandan, diyabet, otoimmiin hastaliklar, kanserler ve
Alzheimer hastalig1 gibi karmagik hastaliklarin; hastaliga neden olmak i¢in birlesik bir
etki uygulayan ¢ok sayida genetik yatkinlik varyantini igerdigine inanilmaktadir.
Karmagsik hastaliklar genellikle birka¢ aday gen {izerinde popiilasyon iliskilendirme

caligmalar1 veya ailesel drneklerin genom ¢apinda baglanti analizi ile arastirilir (93).
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SNP genotipleme stratejileri tipik olarak iki adimi igerir: allelik ayrim ve allel
tespiti. Allelik ayrim; primer uzama, hibridizasyon, ligasyon veya enzimatik kesim ile
yapilabilir. Cogu allel tespit yontemi ise kiitle spektrometrisi, floresan veya
kemiliiminesansa dayalidir. Bu yontemler ve yontemlere ait alt basliklar tablo 5’ te
verilmistir.

Tablo 5 SNP Genotipleme Stratejileri (93).
Allelik Ayrim Allel Tespiti

Primer Uzama Kiitle spektrometrisi tabanli tespit Kiitle dayah tespit
Floresan tespiti
Allel spesifik primerler

Hibridizasyon @ Bir prob dizisine hedef hibridizasyon | Floresan dayal tespit

TagMan® assay

Ligasyon CFET problari kullanarak tespit
Padlock probunun ligasyonu

Enzim Kesimi = Retriksiyon Enzimi ile Kesim Kemiliiminesans dayah
Invader® assay tespit

Bir sonraki baglikta ¢alismamizda kullandigimiz hibridizasyon yontemi olan

TagMan® assay hakkinda bilgi verilecektir.

3.3.1. TagMan® Assay

Hibridizasyon yontemi; miikemmel eslesen ve uyumsuz hedef-prob ciftleri
arasinda ayrim yapmak i¢in ¢ift sarmalli DNA'nin termal stabilitesindeki farkliliklar
kullanir. Bu nedenle, hibridizasyonun yalnizca prob ve hedef arasinda miikemmel
uyumun gerceklesebilecegi kosullar altinda analizleri gerceklestirmek cok dnemlidir.
Genellikle allel farklilagmasindaki etkinlik; prob sekansinin uzunluguna, probdaki
SNP' nin konumuna ve hibridizasyon kosullaria baglidir (93).

TagMan® genotipleme testi (Applied Biosystems, CA), hibridizasyon ve
polimerazin 5' niikleaz aktivitesini floresan tespiti ile birlestirir. Tek bir baz
uyusmazligina sahip iki allele 6zgii oligoniikleotit probu ve SNP igeren bolgeyi
cevreleyen bir ¢ift PCR primeri olmak iizere dort oligoniikleotit kullanilir (99). Allele
0zgii problar bir ugta floresan bir boya (reporter) ve diger ucta floresan olmayan bir
boya (quencher) tasir. Degisime ugramayan problar, raporter ve quencher boyalar
arasindaki yakinlik nedeniyle floresan 1sima gostermez. SNP tespiti i¢in, PCR

reaksiyonu; 5' eksoniikleaz aktivitesine sahip bir polimeraz kullanilarak doért probun
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hepsinin varliginda genomik DNA ile gerceklestirilir. PCR primer uzamasi sirasinda,
enzim yalnizca mitkemmel sekilde eslesen hibridize probu keserek raportor boyay1
quencerdan kurtarir. Raporter boya, quencher yoklugunda bir floresan sinyali
iiretirken, eslesmeyen prob bozulmadan kalir ve floresan gostermez (sekil 8) (100).
Sonug olarak, ilgili problarin hibridizasyonuna dayali reaksiyon sirasinda her iki allel
de tespit edilebilir. TagMan®, basit bir calisma prosediirii ile yalnizca tek bir

enzimatik adim gerektirir.

Allele-specific probes
Q
( R— T/ a )

S——

Q
B> TTTIIT . A
Perfect match,

stable hybridization, — s
probe cleavage

Fluorescence
R Q analysis

Cc
P> TTT1; 1T,

Mismatch,
unstable hybridization,
probe not cleaved

Sekil 8 TagMan Assay (100).

3.3.2. CD40 tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)

National Library of Medicine verilerine gore; insanlardaki CD40 genine ait
4998 adet SNP rapor edilmistir. Bu veritabanin verilerine gére bu SNP’ lerden 4 tanesi
patojenik, 29 tanesi bening (iyi huylu) ve 14 tanesi de muhtemel bening oldugu
bildirilmektedir. Geriye kalan SNP’ lerin klinik 6nemi bilinmemektedir (101).

CD40 geninin kodlamayan bdlgesindeki tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP'ler) ile otoimmiin hastalik riski arasindaki iliski daha 6nceki calismalarda ortaya
konmustur. Ayrica, bazi SNP' ler icin bu iliskinin altinda yatan olas1 molekiiler

mekanizmalar onerilmistir (102).
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Calismamizda CD40 genine ait iki SNP degerlendirilmistir. Bunlar rs1883832
ve 154810485 tek niikleotid polimorfizmleridir.

3.3.2.1.rs1883832 tek niikleotid polimorfizmi

rs1883832 SNP’ i CD40 geninin kozak konsensiis sekansi olarakta adlandirilan
fonksiyonel bolgesinde yer alir (sekil 9) (103).

Chr 20 ql2 ql13.1 ql13.2

CHIN » =N 1 D

CDA40 gene

ol g 1

5'UTR -1 +1
++ CCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGC [C/T]ATGGTTCGTCTGCCTCTGCAGTG -+

| LS

rs1883832
C
~CTCGC TATGG-
——
Kozak consensus sequence initiation codon

Sekil 9 rs1883832 SNP (103).

rs1883832 de meydana gelen C>T tek niikleotid mutasyonunun CD40 geninin
Kozak bolgesinde yer alan promotdrlerinin translasyon etkinligini biiyiik Olciide
etkiledigi bilinmektedir. Bu polimorfizm CC, CT ve TT genotiplerini icerir (104).
Bir¢ok calismada CD40 gen promotorii -1' deki tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP' ler) Graves hastaligi, Akut Koroner Sendrom (ACS), Dev hiicreli arterit (GCA),
Meme kanseri gibi ¢ok sayida immiino-inflamatuvar hastalik ile iliskili oldugu rapor

edilmistir (105-108).
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3.3.2.2.rs4810485 tek niikleotid polimorfizmi

rs4810485 polimorfizmi CD40 geninin ilk intronunda bulunur (sekil 10). Bu
tek niikleotid polimorfizminin ¢oklu otoimmiin hastalik riski ile iligkili oldugu rapor
edilmigtir (102). rs4810485 de meydana gelen G>T tek niikleotid mutasyonunun
periferik kan hiicrelerinde CD40 mRNA diizeylerinin yiiksek olmasina ve B
lenfositlerinde CD40 ekspresyonunun artmasina sebep oldugu bildirilmektedir
(109,110). Bu polimorfizm GG, GT ve TT genotiplerini igerir. Yapilan bir calismada
Sistemik lupus eritamatozus (SLE) hastalarinda az sayida hastanin T alleline sahip

oldugu ve bu hastalarda CD40 ekspresyon oraninin azaldigi rapor edilmistir (110).

Genomic Map

Build 38.2 Human Chr.20: C__ 1260190_10

cp40

CcD40

45130
46.120.0 00

00
CCTACTTTAGAGGGCTGTAGATTCC[G/T|GCCTGAAGCCTGGGCAGGAATGACC

Sekil 10 rs4810485 SNP (111).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1.Materyal

4.1.1. Hasta ve kontrol gruplari

Hasta Grubu; Dicle Universitesi Hastanesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali tarafindan FMF hastalig1 sliphesiyle refere edilen 0-18 yas araliginda
kiz ve erkek olmak tizere 100 hasta bireyden olusmaktadir. Kontrol grubu ise herhangi
bir hastaligi olmayan 0-18 yas araliginda kiz ve erkek olmak tizere 100 saglikli
bireyden olugsmaktadir. Her iki gruptan da aydinlatilmis (bilgilendirilmis) onamlar1 ile

kan ornekleri alinmistir.

4.1.2. Kan ornekleri

Calisma grubuna dahil edilen hastalardan 12 saat aglik sonrasi
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiliplere alinan en az 200 ul olacak sekilde kan
ornekleri alinarak DNA izolazyonu yapilincaya kadar -20 °C’de tutuldu. Hemoliz olan

serum Ornekleri ¢alismaya dahil edilmedi.

4.1.3. Kullanilan Kitler ve cihazlar

a. DNA izolasyon kiti-EZ1 Advanced DNA Blood Kiti (Qiagen)
- Reaktif Kartusu, Kan 200 pl
- Tek Kullanimlik U¢ Tutucular
- Tek Kullanimlik Filtre Uglar1

- Numune Tiipleri (2 ml)
- Eliisyon Tiipleri (1.5 ml)
- Q-Card
Q-Card iizerindeki barkodda kodlanmis bilgiler, EZ1 Advanced cihazi tarafindan

kullanilarak reaktif veri takibi i¢in gereklidir.
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b. FMF Pvrosequencing Kiti (Qiagen)

Sekans primeri FMF-1 120 pl (FMF sekans primer icerikleri Metod boliimiinde
anlatilacaktir)

Sekans primeri FMF-2 120 pul

Sekans primeri FMF-3 120 pul

Sekans primeri FMF-4 120 ul

Sekans primeri FMF-5 120 pul

Sekans primeri FMF-6 120 ul

Sekans primeri FMF-7 120 pl

Sekans primeri FMF-8 120 pl

PyroMark Q24 Plate (100)

PyroMark Q24 Kartus (3)

Pyromark Q24 Vakum Hazirlama Oluklar1 (12)
PyroMark Gold Q24 Reaktifleri

PyroMark Baglama Tamponu (200 ml)
PyroMark Denatiirasyon Soliisyonu (500 ml)
PyroMark Yikama Tamponu, konsantre (200 ml)
PyroMark Annealing Tamponu (250 ml)
PyroMark Vakum Hazirlama Filtre Probu (100)
Streptavidin Sepharose Yiiksek Performans (GE Healthcare)
96’ Iik PCR plate / 0,2 ml 8 li strip

Absolut Etanol

Filtresiz pipet ucu (200 pl-1000 pl)

c. TagMan® genotyping master mix (Applied Biosystems)

400 reaksiyonluk TagMan Genotipleme Master Miksi (10 ml)

d. rs1883832 SNP primerleri (Applied Biosystems)
300 reaksiyonluk C__11655919_20 kodlu 40X rs1883832 primeri (187 pl)

e. rs4810485 SNP primerleri (Applied Biosystems)
300 reaksiyonluk C___1260190_10 kodlu 40X rs1883832 primeri (187 pl)

27



f. EZ1 Advanced DNA izolasyon cihazi (Qiagen)

Calismamizda Qiagen marka EZ1 Advanced DNA Izolasyon cihaz1

kullanilmistir. Her bir caligmada 6 hasta ayn1 anda calisilabilmektedir.

-

Resim 1 EZ1 Advanced DNA izolasyon Cihaz.

g. PyroMark Q24 Pyrosequencing cihazi (Qiagen)

Calismamizda Qiagen marka PyroMark Q24 Pyrosequencing cihazi
kullanilmistir. Her bir ¢alismada ayni1 anda 3 hastaya ait 8 ayr1 FMF primer sekansi

(toplamda 22 ayr1 FMF mutasyonu igeren) ¢alisilabilmektedir.

Resim 2 PyroMark Q24 Pyrosequencing Cihazi.

h. PCR cihazi (SensoQuest labcycler)

Calismamizda SensoQuest marka PCR cihazi kullanilmistir. Her bir

caligmada ayn1 anda 96 6rnek ¢alisilabilmektedir.
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Labeycler

Resim 3 PCR Cihazi.

i. PyroMark Q24 vakum is istasyonu (Qiagen)
Calismamizda Qiagen marka PyroMark Q24 Vakum s

Istasyonu

Pyrosekans analizi esnasinda kullanilmistir.

Xioagooce I
LCooNooR

Resim 4 PyroMark Q24 Vakum Is istasyonu.
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j- Is1_Blogu (Wealtech), T-Shaker (EuroClone), Combi-Spin (BioSan)

cihazlan
Caligmamizda Is1 blogu, T-shaker ve Spin cihazlar1 Pyrosekans analizi

esnasinda kullanilmistir.

st s1 owm
S Z4.4 1408 M0 |

Resim 5 Is1 Blogu, T-Shaker, Combi-Spin Cihazlari.

k. Real Time PCR (Qiagen)

Calismamizda Qiagen marka Rotor-Gene Q model Real-Time cihazi

TagMan genotipleme analizlerinde kullanilmistir.

Resim 6 Real Time PCR.

1. PCR kabini (New Bioscience)

Calismamizda DNA izolasyonu, PCR, Pyrosekans ve Real Time PCR
caligmalarinin hazirlik asamalarinda kullanilmis olup her ¢alisma Gncesi ve sonrasi

dezenfektanlar araciligiyla temizlenmis ve UV 15181 altinda steril edilmistir.
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Resim 7 PCR Kabini.

4.2.Metod

4.2.1. Periferik kandan DNA izolasyon yontemi

DNA Izolasyon Kiti-EZ1 Advanced DNA Blood Kiti (Qiagen) Manyetik
Parcacik Teknolojisini kullanir. Manyetik parcacik teknolojisi, silika bazli DNA
saflagtirmasinin  hizin1 ve verimlili§ini manyetik parcaciklarin uygun sekilde
islenmesiyle birlestirir. DNA, bir kaotropik tuz varliginda pargaciklarin silika
ylizeyine baglanmasiyla bir adimda lizatlardan izole edilir. Parcaciklar, bir miknatis
kullanilarak lizatlardan ayrilir. DNA daha sonra verimli bir sekilde yikanir ve eliisyon
tamponunda ayrigtirilir. Bu yontemin sematik bir gosterimi sekil 11 de gosterilmistir
(112).

Cihaz iizerinde 4 bdlge bulunmaktadir. ilk olarak 1 numarali kisma DNA’ lart
almasi i¢in EZ1 sarflarindan ¢ikan 1,5 ml’ lik eliisyon tiipleri birakilir. 2 numaral
kisma pipet ucu tasiyict ve pipetler birakilir. 3 numara bos birakilir ve son olarak 4
numarali kistma 200 pl calisilacak numunemiz (edtali kan) eklenmis 2 ml’ lik
tiiplerden birakilir. EZ1 izolasyon kitinin kutusundan 6 adet kartus g¢ikmaktadir.
Kartuslar1 yerlestirmeden Once igindeki sivi alt st edilir ve sonra yerlerine
yerlestirdikten sonra cihaza yerlestirilir. Cihazin kapagi kapatilarak cihaz ayarlari
yapilir.

Cihaz ayarlarin1 yaparken agagidaki siralama takip edildi:

Start Run— EZ1 Advanced DNA Blood versiyon 1.0—Create Report—No—Ornek

voliimii 200 pul —Eliisyon voliimii 100 ul— Pure ethanol was-No

31



Whole blood
W L”’
Magnetic particles
added 1o samples

i i Ll |

DNA binds
to magnetic particles

Magnetic
w separation

Magret

Wash

_ Magnetic
Magret separation

Elute
v

L

Pure, high-quality DNA

Sekil 11 DNA izolasyon Prosediirii (112).

4.2.2. FMF Pyrosekans analizi

Pyrosekans teknolojisi, de novo DNA dizilimi i¢in geleneksel yontem olan
Sanger dizileme yontemine alternatif olarak Royal Institute of Technology (KTH)
tarafindan gelistirilen yeni bir DNA dizileme teknolojisidir. Bu yontem, DNA
polimeraz tarafindan kalip primere yeni niikleotid eklenmesi sirasinda ortaya ¢ikan
pirofosfatin luminometrik olarak saptanmasina dayanir. Pyrosekans 100 baza kadar
olan DNA pargasinin dizilemesi i¢in uygun olup bir¢ok avantaj sunmaktadir (113). Bu
teknik niikleik asitlerin ayrintili karakterizasyonu i¢in yaygin olarak uygulanabilen
alternatif bir yaklasimdir. Pyrosekans dogruluk, esneklik, paralel isleme gibi

potansiyel avantajlara sahiptir ve kolayca otomatiklestirilebilen bir yontemdir. Ayrica
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etiketli primerler, etiketli niikleotidler ve jel elektroforezine olan ihtiyaci ortadan
kaldiran bir tekniktir (114).

Pyrosequencing teknigi; DNA sentezi sirasinda salinan pirofosfatin (PPi)
saptanmasina dayanir (114). Sekans primeri ile hibridize olmus biyotin etiketli tek
iplikli DNA; DNA polimeraz, ATP siilfiirilaz, lusiferaz ve apiraz enzimleri ve
adenosin 5' fosfostilfat (APS) ve lusiferin substratlari igeren kimyasallar ile karistirilir.
Dort deoksiniikleotit trifosfat (ANTP' ler) reaksiyon karistmina ayri ayri olarak
tekrarlayan sekilde ilave edilir. Ilk reaksiyon DNA polimeraz tarafindan bir
niikleotidin eklenmesi esnasinda inorganik PPi' nin salinmasi ile baslar. PPi
salimimindan sonra ortamdaki APS varliginda ATP siilfirilaz tarafindan ATP tiretimi
gerceklesir. ATP varliginda Lusiferin Lusiferaz enzimi tarafindan oksilusiferine
dontistiiriiliir. Bu reaksiyon esnasinda ATP miktariyla orantili miktarlarda goriiniir bir
1s1ma meydana gelmektedir. Maksimum 560 nm (nanometer) dalga boyuna ulagabilen
bu 1s1k Charge Coupled Device (CCD) kamera veya photomultiplier gibi foton
algilama cihazlari araciligiyla algilanir. Ortamda bulunan apiraz enzimi ATP ve diger
dNTP leri degrede eder. Bu islemin gerceklestirilmesi i¢in her bir niikleotid eklenme
araligi 65 saniyedir. Niikleotidlerin eklenme sirast bilindiginden 1s1ma yapan
niikleotidin hangisi oldugu tespit edilebilmektedir. Uretilen 151k, pirogramda bir tepe
sinyali olarak gozlenir. Bu tepe sinyalleri incelenerek istenilen bolgenin dizilimi elde
edilmis olunur (115). Pyrosekansin sematik bir gdsterimi sekil 12' de gosterilmektedir.

FMF Pyrosekans Testi ile E148Q, P369S, H478Y, F479L, S675N, G678E,
M680I (G>C), M680I (G>A), M68OL, T6811, 1692del, M694V, M6941, M694L,
K695R, K695M, R717S, 1720M, V722M, V726A, A744S, ve R761H mutasyonlari
heterozigot veya homozigot olarak belirlenmektedir. Mutasyonlarin ekzonlara gore
dagilimi1 tablo 6’ da gosterilmistir. FMF Pyrosekans Kiti’ nin igerigi ve kulllanim
talimatlari; kit ve cihaz iiretici firma tarafindan temin edilmistir (117,118)

FMF Pyrosekans Testi ile 6rnek basina bir 8” 1i PCR stripi kullanilarak PCR
yapilir. PCR reaksiyonundan sonra Ornek bagina sekiz pyrosekans reaksiyonu

uygulanir.
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Tablo 6 Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi.

Mutasyon Degisim Siniflandirma | Ekzon @ Mutasyon Degisim Siniflandirma | Ekzon
E148Q p.(Glu148Gln) VUS 2 M694V p.(Met694Val) Pathogenic 10
P369S p.(Pro369Ser) VUS 3 M6941 p.(Met694lle) Pathogenic 10
H478Y p.(His478Tyr) VUS 5 Mo694L p.(Met694Leu) Likely 10

Pathogenic
F479L p.(Phe479Leu) Likely 5 K695R p.(Lys695Arg) Likely 10
Pathogenic Pathogenic
S675N p.(Ser675Asn) | Likely benign 10 K695M p.(Lys695Met) VUS 10
G678E p.(Gly678Glu) VUsS 10 R717S p.(Arg717Ser) VUsS 10
Mo680I p.(Met680lle) Pathogenic 10 1720M p.(lle720Met) VUS 10
(G>0O)
Mo6801 p.(Met680lle) Pathogenic 10 V722M p.(Val722Met) VUS 10
(G>A)
M6S0OL p.(Met680Leu) Likely 10 V726A p.(Val726Ala) Pathogenic 10
Pathogenic
T6811 p.(Thre81lle) VUsS 10 A744S p.(Ala744Ser) Pathogenic 10
1692del p.(lle692del) Likely 10 R761H p.(Arg761His) Likely 10
Pathogenic pathogenic
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4.2.2.1.PCR asamasi

PCR ile MEFV geni ekzon 2, 3, 5 ve 10 bolgelerinin amplifikasyonu saglanir.

PCR reaksiyonu i¢in 6rnek DNA’ s1 hari¢ tim bilesenler 8’ 1i PCR striplerine

koyularak kullanima hazir hale getirilir. Her bir tiipe 6rnek DNA’ s1 eklenerek

reaksiyon hemen baglatilabilir. PCR islemleri agsagidaki gibi yapilir:

Soguk zincirde (-20°C) gelen 8’ li strip halinde bulunan malzemenin
¢coziinmesi beklenir. 8 li strip igerisinde bakmak istedigimiz mutasyonlar
bulunmaktadir. Coziilen malzemeler +4 °C sogutulmus blok iizerine konarak
islemlere devam edilir.

Her bir stribin iizerine 1, 2, 3 gibi numaralar verilir. Calisacagimiz hasta veya
kontrol grubuna ait DNA’ lar da bu siraya gore dizilir.

Izole ettigimiz DNA” lar dnce vortekslenir ve birkag saniye spin attirilir. Daha
sonra her bir stripin baslangi¢ noktas1 belirlenir. Islemler bu baslangic
noktasina gore yapilir. Her bir stripin igerisine 5 pl izole DNA 6rneklerinden
birakilir. 1. Hasta i¢in 1. Stribin her bir kuyusuna 5 ul DNA eklenir. Stripler
acildiginda ters cevrilip yine soguk blok iizerine birakilir. Toplamda her bir
hasta i¢in 40 ul DNA’ ya ihtiyacimiz vardir.

Spin kolonunun strip i¢in gelen parcasi takilip 6rnekler spine yerlestirilir ve
birkag¢ saniye spin attirlir.

Hazirladigimiz PCR protokoliine gore stripler PCR cihazina yerlestirilir.
Kullandigimiz PCR protokolii tablo 7° de verilmistir.

Cihaz tizerinde Run / FMF / Start Run islemleri uygulanir.

Tablo 7 PCR protokolii.

Aktivasyon basamagi 95°C 15 dakika
3 asamal dongii:

Denaturation 94°C 30 saniye

Annealing 60°C 30 saniye

Extension 72°C 30 saniye

Dongii sayisi: 45

Final extension 72°C 10 dakika
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4.2.2.2.Pyrosekans asamasi

Pyrosekans analizininde kullanilan yontem 6 asama seklinde gergeklestirildi.
. On hazirhk asamasi:
FMF Pyrosekans testi ilk defa kullaniliyorsa kit {iretici firma tarafindan
saglanan temel veriler araciligi ile Pyrosekans cihazina ait yazilim
programinda assay dosyalar1 hazirlanir.
Pyrosekans cihazinin igerisinde bulunan “Kartus” ultra saf su ile bir kere
yikanir. Kartusun {ist kismindan ultra saf su ekleyip iistten parmagimizla
bastirdigimizda alttaki ignelerden su ¢ikip ¢ikmadigina bakilir. Kartusun alt
kismina dokunulmamalidir. Sonra kurumaya birakilir. Ortalama bir kartus ile
6 aydan fazla bir siire islem yapilabilir.
Filter prob el iinitesi ile birlikte ultra saf su iceren kaba daldirildiktan sonra
vakum pompasinin ve iinitenin vakum anahtari agilir. Bu sekilde kaptaki 70 ml
su cektirilerek iinite yikanir.
96’ lik Costar plate 3 sira halinde makasla kesilip hazirlanir. 24’ likk hale
getirilir. El tinitesinin ¢ekip ¢cekmedigini gérmek i¢in kesmis oldugumuz costar
plate ultra saf su ile doldurulur ve el linitesi ile ¢ektirilir.
Bir falcon tiipiine 35 ml saf alkol, 15 ml ultra saf su konularak %70’ lik alkol
kullanima hazir hale getirilir.
Bir cam siseye 50 ml wash buffer, 450 ml ultra saf su konularak Wash Buffer
kullanima hazir hale getirilir.
Ist blogu 80°C’ ye ayarlanir ve iizerine plate holder yerlestirilir. Siiresi 10 dk.
gibi bir zamana ayarlanir. Caligmamiz iizerinde 2 dk kalacak ve bir kronometre
yardimiyla bu siirenin gecilmemesi gerekmektedir.
Kit iceriginde (Gold Reagent Q 24 Reaktifi); Adenin, Guanin, Sitozin, Timin
niikleotidleri, Enzim ve Substrat bulunmaktadir. Enzim ve subtrat liyofilizedir
ve 620 pl ultra pure saf su eklenip 122 pl seklinde kiigiik ependorf tiiplere
birakilip porsiyonlanir. Bu porsiyonladigimiz malzemeler aliminyum folyo ile
sartlip -20°C’ ye muhafaza edilir. Yapacagimiz her calismada 1 enzim 1
substrat ¢ikarilir ve ¢ok cabuk bir sekilde ¢ozlindiiglinden ¢alismadan 1-2 dk

once ¢ikarmamiz yeterlidir.
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- Calisma oncesinde soliisyonlar, niikleotitler, enzim ve substrati, sekans
primerleri ve PCR {iriinleri oda sicakligina ¢ikarilir. (Annealing Buffer Binding
Buffer, Wash Buffer, Denaturation, Solution, Niikleotidler, Streptavidin,
Sekans Primerleri, Enzim ve Substrat)

b. Run dosyasi olusturma

- Pyromark Q24 software ara¢ ¢ubugundan “New run” ikonuna tiklanir.

- “Instrument Method” olarak kartus ile uyumlu olani segilir.

- Plate ID, Barcode, Reagent ID ve Run Note opsiyoneldir. istediginiz takdirde
girilebilir.

- Plate setup kisminda Q24 plate’ in semas1 yer almaktadir. Calisilmak istenilen
assayler sol yandaki “Example Files” kismindan kopyalanip plate iizerine
yapistirtlir veya assay lzerine tiklanip ¢ekilir ve getirip plate tlizerine
birakilarak yerlestirilir. Plate kutucuklar1 tizerindeki ilk satirda assay ismi
belirecektir.

- Plate kutucuklari tizerindeki ikinci ve ligiincii satirlara 6rnek numarasi ve not

yazilabilir. Hazirlanmis bir plate setup 6rnegi Sekil 13’ te goriilebilir.

Sekil 13 Plate Setup Ornegi.

- Plate setup hazirlandiktan sonra Q24 software ara¢ cubugunda “Tools” kismina
tiklanip “Pre-Run Information” segilir. Agilan sayfa, enzim, substrat, niikleotit
miktarlar1 ve plate setup’ 1n1z1 gosterir. Buradan ¢alismazniza yonelik islemleri
kontrol edebilirsiniz.

- Hazirlanmis run dosyasi bilgisayarda uygun bir yere (mesela Run Dosyalari
adl bir klasore) kaydedilir. Daha sonra run dosyasi Q24 cihazinda kullanilmak

tizere bir USB’ye aktarilir.
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c¢. PCRiiiriinlerinin Streptavidin Sepharose bilyelerine immobilizasyonu

- Streptavidin Sepharose bilyelerini i¢eren siseyi nazik bir sekilde ¢alkalayarak
homojen bir soliisyon elde edilir.

- Tablo 8 de gosterildigi sekilde bir master mix hazirlanir. Master mix miktari
toplam reaksiyon sayisi i¢in gereken miktardan yaklasik %10 daha fazla

olmalidir.

Tablo 8 Master Mix Hazirhgi.

Bilesen Miktar/6rnek 25 ornek icin
Streptavidin Sepharose bilyeler 2 ul 2x25=50pl
Binding Buffer 40 wl 40 x 25 =1000 pl
Ultra saf su 28 ul 28 x 25 =700 pl
Toplam 70ul 1750

- 24 kuyucuklu Costar plate’ in her bir kuyucuguna 70 pl master mix konulur.
- Run dosyasinda tanimlandig sekilde her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR {iriinti
eklenir.
- Bu diizende her bir 8’ 1i sira bir hastaya ayrilmistir ve bu sira PCR stripi ile
ayni siradadir.
- Costar plate’ in lizeri seal veya bir parafilm ile kaplanir.
- Shaker’ a konularak (en az 10 dk) islem siras1 gelene kadar Shaker’da karismasi
saglanir.
d. Pyrosekans icin 6rnek hazirlama
- Oncelikle Vakum istasyonunun hazirligi yapilir. Burada yapilan islemler:
o H»0-2’ye ultra saf su koyulur,
o H»0-1’¢ ultra saf su koyulur,
o Denaturasyon soliisyon sisesi alt st yapilir, ilgili kiiveze yarim
¢izgisinin biraz altina gelecek sekilde doldurulur,
o Hazirladigimiz Wash Buffer’r ilgili kiiveze yarim ¢izgisinin tistiine
gelecek sekilde doldurulur,
o Alkol en son asamada konulacaktir.
- Q24 Plate’ in her bir kuyucuguna run dosyasinda hazirlandig: sekilde 2,5 pl
sekans primeri ve 22,5 ul annealing buffer konulur. Toplamda 3 hasta olacak

sekilde her bir hasta i¢in asagidaki sekilde hazirlik gerceklestirilir:
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1.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 1. Sekans primeri 7,5 pl

2.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 2. Sekans primeri 7,5 pl

3.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 3. Sekans primeri 7,5 pl

4.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 4. Sekans primeri 7,5 pl

5.tiip Anneling buffer 67,5 ul ve 5. Sekans primeri 7,5 ul

6.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 6. Sekans primeri 7,5 pl

7.tlip Anneling buffer 67,5 ul ve 7. Sekans primeri 7,5 pl

8.tiip Anneling buffer 67,5 pul ve 8. Sekans primeri 7,5 pl

PCR plate veya stripleri ve Q24 plate’ in ayn1 oriyantasyonda olmasina dikkat
ederek vakum c¢aligma alaninda ilgili yerlere yerlestirilir.

El {initesi park pozisyonundayken vakumu agilir.

Shaker’ dan Costar plate alinir, sol tarafa yerlestirilir. El iinitesi ile hizlica
yaklagik 15 saniye ¢ektirilir.

El iinitesini %70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletilir.

El tinitesini “Denaturation Solution” i¢eren kaba daldirarak 5 saniye bekletilir.
El iinitesini “Washing Buffer” iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletilir ve el
tinitesi havaya kaldirilip, ters ¢evirilerek 3 sn beklenir.

El {nitesi problart Q24 plate kuyucuklarina daldirilip 15 saniye hafifce
sallayarak bilyeler sekans primerini i¢eren buffera birakilir.

El iinitesi su iceren kaba daldirilarak 10 saniye ¢alkalanir.

El iinitesi su igeren diger kaba daldirilarak vakum pompasi ve tinitenin vakum
anahtar1 agilir. Bu sekilde kaptaki 70 ml su ¢ektirilir.

Q24 plate 6nceden 80°C’ ye getirilmis plate holder lizerine koyularak 80°C’de
2 dakika tutulur.

Q24 plate 80°C’ den alinmus plate holder ile birlikte oda sicakli§inda 10 dakika
bekletilir.

. Pyromark Q24’iin ¢ahstirilmasi

Oncelikle Kartusun iyice kurulandigindan emin olunur. Daha sonra
kullanilacak malzemeler iyice vorteks ve spin yapilir. Pre-Run information

report’ da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve susbtrat kartusa koyulur.
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Kartus iizerinde hangi malzemenin hangi kuyucuga birakilacagi resim 8 ve

sekil 14’ te gosterilmistir.
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?

Label

E: Enzim S: Substrat
A: dATPs T: dTTPs G: dGTPs C: dCTPs

Resim 8 Kartus. Sekil 14 Kartus Kuyucuk Alanlari.

Kartus cihaz yuvasina yerlestirilir ve emniyet tutacagi kapatilir.

Plate tutacagi agilir, Q24 plate bloga yerlestirilip plate tutacag: tekrar kapatilir.
Run dosyasini igeren USB cihazin iistiindeki USB girisine takilir. Meniiden ok
tuslar1 yardimiyla “Run” komutu secilir ve “OK” komutu uygulanir. Ok tuslar
yardimiyla run dosyasi segilir ve “Select” e basilir.

Run islemi yaklasik 45 dakika siirecektir. Run bittikten sonra ve cihazda run
dosyasinin USB’ ye kaydedildigini dogruladiktan sonra “Close” a basilir.
USB ¢ikarilir ve Pyromark Q24 software yiiklii pc lizerinde analiz edilir.
Islemler sonras1 vakum istasyonu temizlenir ve sekans islemi biter bitmez
kartus ¢ikarilir ve 4 kez yikanir.

Sonuclarin analizi

Pyromark Q24’te calisilmis run dosyasini iceren USB bilgisayara takilir. USB
igerisindeki run dosyasi bilgisayarda uygun bir yere kopyalanir. Dosya cift
tiklanarak veya Pyromark Q24 software {izerinde “File” meniisiinden “Open”
secilerek run dosyasi agilir. Run dosyasini analiz etmek i¢in sag iist kosedeki

“Analyze” boliimiinden “Analyze all wells” veya “Analyze selected wells”
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butonu tiklanir. Analiz raporu olusturmak i¢in software meniisiinden “Reports”
boliimiinden “SNP Full Report” segilir.
- Okunan dizilimler tablo 9’ da verilmis olan sablonla karsilagtirilarak

mutasyonlar saptanir.

Tablo 9 FMF Analiz Sablonu.

Assay Ekzon Dizilim

FMF-1 2 wt CGGGCTIGGCTG
Ornek s
E148Q G GGG CTGGCTG

FMF-2 3 wt G GCT TAG GCT
Ornek | s
P369S A GCT TAG GCT

FMF-3 5 wt A/G GAG CAT TTC TTT GTG
(07T S B
H478Y A/G GAG TAT TTC TTT GTG
F479L A/G GAG CATTTG TTT GTG

FMF-4 10 wt A AGC AGG AAA GGG AACATG ACTCTGT
Ornek | s
S675N A AAC AGG AAAGGG AACATGACTCTGT
G678E A AGC AGG AAA GAG AACATGACTCTGT
M680L A AGC AGG AAA GGG AACCTGACTCTGT

M680I(G>A) | AAGC AGG AAA GGG AACATAACTCTGT
M680I(G>C) | A AGC AGG AAA GGG AACATCACTCTGT

T681I A AGC AGG AAA GGG AACATGATTCTGT
FMF-5 10 wt G ATA ATG ATG AAG GAA AAT GA
OFNEK et e st st snsssasansa e e
1692del G --- ATG ATG AAG GAA AAT GA
M694V G ATA ATG GTG AAG GAA AAT GA
M694L G ATA ATG TTG AAG GAA AAT GA
M694| G ATA ATG ATA AAG GAA AAT GA
OFNEK e s e st snbssasan e e e
K695R G ATA ATG ATG AGG GAA AAT GA
K695M G ATA ATG ATG ATG GAA AAT GA
FMF-6 10 wt CGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
(0711 S T
R717S AGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
1720M CGT GTG GGC ATG TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
V722M CGT GTG GGC ATC TTC/T ATG GAC/T TAC AGA GTT GGA AGC
V726A CGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GCT GGA AGC
FMF-7 10 wit A TTC GCC AGC
Ornek s
A744S ATTCTCC AGC
FMF-8 10 wt A CGT GAT
Ornek e
R761H A CAT GAT
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g. Analiz ornekleri

Bu boliimde analiz sonucu elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in bazi

ornek ¢alismalar verilmistir.

Al: C/GGGGCTGGCTGLA

C A G C T A G C

Ad: AAG/ACAGGAAAGG/AGAACA/CTG/A/CAC/TTCTGT

A: 3&1 A: 4%] FMF.—4 A 99§‘J Jé; E: I C: 100%)
G: 96%

200
150
100

50

Sekil 15 Analiz 6rnegi.
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AD: GIATAJATGA/G/TTR/AAAGGAAAAT GA

-—-: 0% Jct ;20& FMF—S A: 5%]
ATA: 100% T: 0% G: 95%

C G A T A T G A T C G A T A T G

& 1% c: 97 A 2¢ c: o1
993 G: 98¢ FMF—6 --] T: 992

300
250
200
150

E$ T ACGTGTSGOCAGTT CGTT CAGTS GTCATCTATCAGATCGT CTGAG

TACGTGTOGCAGTTCGTTCAGTGT CATCTATCAGA AT CGT CTGAG

S 10 15 20 25 30 35
A7 ATTCG/TCCAGC

)
0 G

A ACG/ATGAT

Sekil 15 Analiz 6rnegi (Devami).
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Sekil 15° te FMF calismasina 6rnek verilmistir. Cihazin sekans analizi sonucu
kalip dizilim ile karsilastirma yapildiktan sonra analiz sablonu (tablo 9) ile
karsilastirma yapilir. Analiz sablonu ile yapilan karsilagtirma sonrasi analiz yapilan
bireye ait FMF yaygin mutasyon degerlendirilmesi yapilmistir.

FMF 5’ teki K695R ve K695M mutasyonlariin analizi i¢in kontrol sekansi
G[ATAJATGA/G/TTG AA/G/ITGGAAAATGA ile degistirildikten sonra yeniden
analiz yapilir.

Analiz yapilirken niikleotid degisimi incelendiginde; orijinal niikleotid %90-
100/%10-0 oraninda aymi ise ‘“Normal”, %90-100/%10-0 oraninda degisim
gerceklesmisse “Homozigot Mutasyon” meydana gelmistir. Niikleotid degisimi %45-
55/%55-45 oraninda ise “Heterozigot Mutasyon” meydana gelmis demektedir.

(Calisma esnasinda bazen diisiik pik oranlar1 ve yukarida belirtilen oranlarda

sapmalar meydana gelebilmektedir. Bu tiir durumlarda hasta tekrar edilmistir.

4.2.3. Real Time PCR ile TagMan genotipleme analizi

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); 1980' lerde Kary Mullis
tarafindan gelistirilen ve arastirmacilarin belirli DNA pargalarin1 bir milyar kattan
fazla amplifiye etmesine olanak taniyan devrim niteligindeki PCR yontemine
dayanmaktadir. Bu yontem ger¢ek zamanli olarak PCR f{iriinlerinin gézlenmesini
saglamaktadir (119).

Etidiyum Bromid ile DNA’ nin baglanmasi sonucu florasan 1s1k yaydigi 1966
dan beri bilinmekteydi. Bu florasan 15181 videoya kaydeden Higuchi ve arkadaslar
Roche laboratuvarlarinda ilk real-time PCR gosterimini gerceklestirmislerdir (120).
1990’ larin baglarinda real-time PCR yayginlasmaya baslamis olup ilk ticari {irtin 1996
da Applied Biosystems tarafindan piyasaya siirtilmiistiir (121).

Real Time PCR’ 1n temel 6zelligi, DNA amplifikasyonunun ilerlemesinin
gercek zamanli olarak izlenme yetenegidir. Bu da belirli kimyasallar ve enstriimanlar
ile gerceklestirilir. Genellikle kimyasal olarak 6zel floresan problar kullanilmaktadir.
EtBr veya SYBR green I gibi DNA baglayict boyalar, hidroliz problar1 (5'-niikleaz
problari), hibridizasyon problari, molekiiler isaret¢iler, sunrise ve scorpion primerleri

ve peptit niikleik asit (PNA) light-up problar1 dahil olmak {izere gesitli prob tiirleri
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mevcuttur. Her prob tiirliniin kendine 6zgli 6zellikleri vardir ve calisma prensibi

basittir (119). Sekil 16’ da iki farkli prob gosterilmistir.

A SYBR Green | B Tagman probe

520 520

" {2 Taq

Sekil 16 Real-Time PCR Problari (119).

Calismamizda TagMAN probu kullanilarak  genotipleme islemleri
gergeklestirilmistir.

4.2.3.1.TagMan genotipleme analzi

TagMan genotipleme analizi, saflastirilmis genomik DNA numunelerinde
spesifik SNP alellerini amplifiye etmek ve saptamak i¢in 5" niikleaz reaksiyonunu
kullanir. Her bir assay, belirli bir SNP i¢in allelleri genotiplemenize izin verir. Her
TagMan genotipleme analizi; ilgilenilen diziyi amplifiye etmek i¢in iki primer ve
alelleri saptamak icin iki TagMan® MGB probu igerir. Her reaksiyonda iki prob
ciftinin varligi, bir DNA hedef dizisindeki SNP bdlgesindeki iki olas1 varyant allelin
genotiplenmesine izin verir. Genotipleme analizi, problarla baglantili boyalarin
floresansindaki degisiklige dayali olarak bir SNP' nin varligini veya yoklugunu
belirler. Tagman Genotipleme Analizleri i¢in Tagman MGB problar1 ve Master mix
kullanilmaktadir.

TaqMan® MGB Problari, asagidakilere sahip hedefe 6zel oligoniikleotitlerden
olusur:

e Her probun 5' ucunda bir raportdr boya:
- VIC® boyasi, Allel 1 probunun 5' ucuna baglanir.
-  6FAM™ boyasi, Allel 2 probunun 5' ucuna baglanir.
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A minor groove binder (MGB): Prob uzunlugunu artirmadan erime
sicakligini (Tm) artiran kiigiik bir oluk baglayicidir (MGB). Daha kisa
problarin tasarimina izin verir. Daha kisa problar, eslesen ve
eslesmeyen problar arasinda Tm degerlerinde daha biiyiik farkliliklara
neden olarak dogru alelik ayrismay1 saglar.

Probun 3' ucunda bir floresan olmayan quencer (NFQ).

Floresan sinyal korelasyonlar1 tablo 10’ da gosterilmistir.

Tablo 10 Floresan sinyal korelasyonlari.

Floresan Artisi Gosterge

Yalnizca VIC boya floresansi Alel 1 i¢in homozigotluk
Yalnizca 6FAM boya floresansi Alel 2 i¢in homozigotluk

Her iki boya i¢in floresan sinyalleri Alel 1-alel 2 i¢in heterozigotluk

TagMan Genotipleme Master Mixi igerisinde; AmpliTaqg Gold® DNA
Polimeraz, Ultra Saf (UP) su, Deoksiriboniikleotit trifosfatlar (AINTP' ler), ROX™

Pasif Referansi ve Tampon bilesenler (Buffer) bulunmaktadir.

5’ Niikleaz reaksiyonun temelleri su sekildedir:

TagMan Genotipleme Master Mix, forward ve reverse primerler ve iki
TagMan MGB Probundan olusan bir reaksiyon karisimina genomik
DNA ilave edilir.

Her TagMan MGB Probu, ileri ve geri primer bolgeleri arasinda
spesifik olarak tamamlayici bir diziye baglanir. Prob saglam
oldugunda, quencer boyanin haberci boyaya yakinligi haberci
floresansini bastirir.

AmpliTag Gold DNA Polimeraz sadece hedefe hibridize edilmis
problar1 parcalar. Probun par¢alanmasi sonucu haberci boya quencer
boyadan ayrilarak haberci tarafindan floresansin artmasi saglanir. Sekil
18’ de sematik olarak gosterilmistir.

Haberci boyanin floresans farkliliklar1 aracalifiyla genotipleme

gergeklestirilir.
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1.Assay Components and DNA Template Vlzw
-1
?ﬁﬁ‘ Probe w Probe #/ :
Forward primer “m?} T @ G—ﬁVI w| : Reverse primer
b G - FAM™ dye
5 & o e
yf DNA temgpiate ©l %5. Quen@che!
2.Denatured Template and Assay Components
Minor Groove
) Binder
Probe ﬁe ﬁe Reverse primer @
...4...*.! W’ G A 0 AmpliTaq Goid®
Forward primer \ & \ / DNA Polymerase, UP
\ } \ 1 | ! ) l (TW g P
J.f DNA tempiate ©l Ss.
3.Signal Generation
\:]
Non-complementary ﬁ
robe
Y &© o i ? Q@
Forward pﬂrnef Extended primer ’ G
T L 'iH‘ﬂl'IEWﬁ.......
DNA template c
Mateh
Sekil 17 TagMan Genotipleme Analizi Calisma Prensibi.
Analizler i¢in kullanilan PCR reaksiyon mix miktarlari tablo 11° de

gosterilmistir.

Tablo 11 PCR Reaksiyon Mix Miktarlari.

Bilesen Miktar
TagMan Genotipleme Master Mix (2x) 12.5 ul
Tagman Probu (40x) 0.625
Saf Su 9.875
DNA 2
Toplam 25 ul

Analizler i¢in kullanilan PCR reaksiyonu i¢in termal dongii kosullari tablo12’

de gosterilmistir.

Tablo 12 PCR Termal Dongii Sartlari.

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
AmpliTaq Gold Enzim 95 10 dk. 1
Aktivasyonu

Denatiirasyon 95 10 sn.

Primer Baglanmasi (Anneiling) 60 1 dk 40
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Rotor Gene Q (Qiagen) model real-time cihazimizda PCR termal dongii

ayarlari resim 9’ da goriildiigii sekilde yapilmistir.

EditFrofie | B4 Profile b}
H_ % W ¥ ", & B @
 Sweds | Hep Seveds  Help |
Thie s vl b et ar oy S8 iencle] o bl Ths o b lansieds b L b pafoaniad T At oAy 33 1 ele] 1 Carg i Thw coack ek mpiseemits o o b pesfosmes
Thkoracpoe beowte naciy ) Cichen = by lo med i -
[ETE N | . - Hal JET
Cychy FaedOry) 4} #
: | |
Fek lenocidue: <5 fa Triroumespads 2O |lmb)
. Cick o orm ol i sispe bekowy 12 oy i 0 pisss = 0 10 add anvd s steps fo s cyon
Hele Time: 19 fnme 0 |aws 1
Tinad Stea | 2
A e 10 e
= =S ~ :,— {,x
3 ! \ f
——= —|f \ /
3 - BET ba B
=
o 13

Resim 9 PCR termal Dongii Ayarlari.

Analizde kullanilan raportér boyalar cihazda resim 10’ daki idiyogramda

goriildiigii gibi Green (Yesil-FAM) ve Yellow (Sari-VIC) floresan 151n saptamaktadir.

Dye Channel Selection Chart

470nm |510nm |FAM', SYBR Green 1'V, Fluorescein, EvaGreen'', Alexa Fluor 488

530nm |555nm |JOE, VIC, HEX, TET", CAL Fluor Gold 540", Yakima Yellow™

585nm |€10nm | ROX", CAL Fluor Red 810", Cy3.5"", Texas Red"”, Alexa Fluor 568"

825nm [880nm |Cy5'Y, Quasar 670", Alexa Fluor 822+

880nm |710hp |Quasar705-, Alexa Flucr 680+

480nm [510nm |SYTO 9, EvaGreen

Resim 10 Raportor Boya Idiyogram
4.2.3.2.TaqgMan genotipleme analiz verileri

Calismamizda bulunan hasta ve kontrol gruplarina ait SNP genotipleme
analizleri gerceklestirimistir. Bu kapsamda her iki grup iginde rs1883832 ve
rs4810485 SNP’ leri analiz edilmistir.

rs1883832 i¢in: 5’-ACCATGCCTCCTCCCGTAC-3’(sense) ve 5°-
CCACTCCCAACTCCCGTCT-3’ (antisense) primerleri kullanilmastir.
GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGC[C/TJATGGTTCGTCTGCCTCTGCAGT
GCG orta sekans dizilime ait niikleotid degisimi olup olmadig1 incelenmistir.

rs4810485 igin: 5’-ATCCCCCAAGTACCTGGCTCCT-3’(sense) ve 5’-
CCTTGCTGCTTCCCTTGCTTTC-3’(antisense) primerleri kullanilmastir.
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CCTACTTTAGAGGGCTGTAGATTCC[G/T]GCCTGAAGCCTGGGCAGGAAT

GACC orta sekans dizilime ait niikleotid degisimi olup olmadig1 incelenmistir.
Analizlerde niikleotid degisimleri sonucu real time cihazinda homozigot wild

type, heterozigot mutant ve homozigot mutant allelleri olacak sekilde

degerlendirilmistir (resim 11).

Ress 88 Genstypes.. | % Dymarmic Tubs 7% Sope Conect " IgnoreFost % Toke O A4, | 5] Outter Pemovs. b Sive Defaus

C.

.......

........
eeeeeeeee
nnnnnnnn

"

gt Sl

Resim 11 analiz 6rnegi (a. Wild Type b. Heterozigot c. Mutant).
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a. Hasta grubunun rs1883832 SNP analizi

Hasta grubuna ait SNP tespitinin real-time PCR cihazinda yapilan analizi resim
12> de gosterilmistir. Yalmzca VIC boyasi ile 1s1ma yapanlar homozigot CC
genotipine, yalnizca FAM boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot TT genotipine sahip
oldugu ortaya konmaktadir. Hem VIC hemde FAM boyas: ile 1s1ma yapanlar
heterozigot CT genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir.

Real-Time PCR cihazinin yazilim programinda allellerin hangi boya ile 1g1ma

yaptig1 bilgiler girilerek genotipleme analizi tamamlanir (resim 13).

Fie Anihyn Gan Vi Vidos Vi

€ = 4 N = e
Hoe -@ # 0 %W e

™ Seting: brofe Temp, Semples Arayss Reports Amange

((((((( Green 7 Cycing AYallow

St Curve (3 Rty | % Dynome Tube 8 Slope Comect 8 IgnorsFrt % Toke O Ady. | (3] Outbr Removal.. b Sove Deonts

| VIC (YELLOW)

s 1 Cycing AGreen 7 Cyctng Aeton

# Repots. %o 5ud.Cume 13 Besits | % Dymamic Tube

RTUAL MO

Resim 12 Hasta Grb. rs1883832 VIC ve FAM ile 151ma yapan sonuclar ve korelasyonu.
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Resim 12 Hasta Grb. rs1883832 VIC ve FAM ile 1s1ma yapan sonuclar ve korelasyonu
(Devam).
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3 Helewoypus | Rescton  Reschon
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" Wik Type NoFRescton  Reacton
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Resim 13 Genotipleme ve Allellerin Belirlenmesi

b. Kontrol grubunun rs1883832 SNP analizi

Kontrol grubuna ait SNP tespitinin real-time PCR cihazinda yapilan analizi
resim 14’ te gosterilmistir. Yalnizca VIC boyasi ile 151ma yapanlar homozigot CC
genotipine (wild type), yalnizca FAM boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot TT
genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir. Hem VIC hemde FAM boyasi ile 1s1ma
yapanlar heterozigot CT genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir.

Real-Time PCR cihazinin yazilim programinda allellerin hangi boya ile 1s1ma

yaptig1 bilgiler girilerek genotipleme analizi tamamlanir.
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Resim 14 Kontrol Grb. rs1883832 VIC ve FAM ile 1s51ma yapan sonuclar ve
korelasyonu
c. Hasta grubunun rs4810485 SNP analiz

Hasta grubuna ait SNP tespitinin real-time PCR cihazinda yapilan analizi resim
15 te gosterilmistir. Yalnizca VIC boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot GG genotipine
(wild type), yalnizca FAM boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot TT genotipine sahip
oldugu ortaya konmaktadir. Hem VIC hemde FAM boyas: ile 1s1ma yapanlar
heterozigot GT genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir.
Real-Time PCR cihazinin yazilim programinda allellerin hangi boya ile 1s1ma yaptigi

bilgiler girilerek genotipleme analizi tamamlanir.

RN L) 5 R L) 5

L Ay

Resim 15 Hasta Grb. rs4810485 VIC ve FAM ile 151ma yapan sonuclar ve korelasyonu
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d. Kontrol grubunun rs4810485 SNP analizi

Kontrol grubuna ait SNP tespitinin real-time PCR cihazinda yapilan analizi
resim 16° da gosterilmistir. Yalnizca VIC boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot GG
genotipine (wild type), yalnizca FAM boyast ile 1s1ma yapanlar homozigot TT
genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir. Hem VIC hemde FAM boyasi ile 1s1ma
yapanlar heterozigot GT genotipine sahip oldugu ortaya konmaktadir.
Real-Time PCR cihazinin yazilim programinda allellerin hangi boya ile 151ma yaptigi

bilgiler girilerek genotipleme analizi tamamlanir.
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Resim 16 Kontrol Grb. rs4810485 VIC ve FAM ile 1s1ma yapan sonuclar ve korelasyonu

4.2.4. istatistiksel analiz

Calismada elde edilen kategorik veriler yiizde ve frekans olarak, numerik
veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel analizler
SPSS 26.0 (Chicago ILL USA) kullanilarak yapildi. Kategorik verilerin analizinde
Chi-kare testi, numerik verilerin analizinde t-testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.

SNP analiz sonuglari, alel frekanslari ve genotiplendirme gruplar1 Chi-kare ve
Hardy-Weinberg istatistik yontemleriyle degerlendirildi. FMF gruplar1 arasindaki
SNP farkliliklar1 One Way Anova istatistik yontemi kullanilarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR
Calismamizdaki FMF hasta grubu ile saglikli kontrol grubuna ait yaslarin

ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Tablo 13° de gosterilmistir.

Tablo 13 Kontrol ve hasta gruplarinin yasa gore dagilimi.

Hasta (N=100) Kontrol (N=100) p
Ort=SS Ort£SS
Yas 8,11+4.62 7,80+4.45 0,749

Hasta grubunun yas ortalamasi1 8,11+4,62 kontrol grubunun yas ortalamasi
7.8044.45 bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ortalamalar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0,05).

Hasta grubu ile saglikli kontrol grubuna ait cinsiyetlerin yiizde olarak degerleri

Tablo 14’ te gbsterilmistir.

Tablo 14 Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyete gore dagilimi.

Hasta (N=100) Kontrol (N=100) p X2
n (%) n (%)
Cinsiyet
Kiz 57 (57,0) 54 (54,0) 0,776 0,081
Erkek 43 (43,0) 46 (46,0)

Hasta grubu 57 si kiz (%57,0), 43° i erkek (%43,0) olmak tizere toplam 100
hastadan; Kontrol grubu ise 54’ i kiz (%54,0), 46° s1 erkek (%46,0) olmak iizere
toplam 100 saglikli bireyden olugsmaktadir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Hasta grubunda tespit edilen MEVF genine ait genotip dagilimi tablo 15° te
verilmistir. FMF hastalarinin genotipleri degerlendirildiginde hastalardan 72’ si
(%72,0) heterozigot, 21’ 1 (%21,0) bilesik heterozigot ve 7° si (%7,0) homozigot

genotipine sahip olduklar1 saptanmistir.

Tablo 15 FMF Hastalarinin Genotiplerinin Dagilimi.
Hasta sayisi

(n) (%)
Heterozigot 72 72,0
Bilesik Heterozigot 21 21,0
Homozigot 7 7,0
Kompleks Genotip 0 0
Toplam 100 100
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Hasta grubunda tespit edilen MEVF genine ait mutasyonlar tablo 16’ da

verilmisgtir.

Tablo 16 FMF Hastalarinda Tespit Edilen Mutasyonlar.
Hasta Sayisi

Mutasyon Tipi Genotip (n) (%)
Heterozigot E148Q/wt* 32 32,0
M694V/wt 14 14,0
V726A/wt 6 6,0
R761H/wt 7 7,0
P369S/wt 8 8,0
M680I (G>C)/wt 1 1,0
A744S/wt 1 1,0
M6941/wt 2 2,0
M680I(G>A)/wt 1 1,0
Toplam 72 72,0
Bilesik Hetezozigot
E148Q/M694V 1 1,0
M680I(G>C)/M694V 2 2,0
E148Q/P369S 2 2,0
E148Q/R761H 3 3,0
M694V/VT26A 3 3,0
E148Q/V726A 1 1,0
M680I(G>C)/VT726A 2 2,0
E148Q/K695R 1 1,0
M694V/M6941 1 1,0
E148Q/M680I(G>C) 1 1,0
M680I(G>A)/M680I(G>C) 1 1,0
M6801(G>C)/R761H 1 1,0
M694V/K695R 1 1,0
P369S/R761H 1 1,0
Toplam 21 21,0
Homozigot M694V 4 4,0
E148Q HOMO 1 1,0
R761H HOMO 1 1,0
M6941 HOMO 1 1,0
Toplam 7 7,0
Genel Toplam 100 100,0

Hasta grubunda tespit edilen MEVF genine ait mutasyonlarin allel frekans

dagilimi tablo 17’ de verilmistir.
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Tablo 17 Mutasyonlarin Allel Frekans Dagilimi.

Mutasyon Allel (n) Yo
E148Q 43 33,6
M694V 30 23,4
R761H 14 10,9
V726A 12 9,4
P369S 11 8,6
M680I(G>C) 8 6,3
M6941 5 3,9
K695R 2 1,6
M68O0IL(G>A) 2 1,6
A744S 1 0,8
TOPLAM 128 100

Hasta ve kontrol grubunda yapilan calismada saptanan rs1883832 (C/T) tek
niikleotid polimorfizmine (SNPs) ait genotip ve allel frekanslar1 tablo 18 de

gosterilmistir.

Tablo 18 rs1883832 (C/T) polimorfizmi genotip ve allel frekansi.

C/T Pol. Hasta Kontrol N= p X2 Odds %95

Genotipi N=100 100 Ratio CI

n (%) n (%)
CC 43 (43,0) 47 (47,0) 0,669 0.182 0,851  0,487-
1,486
CT 56 (56,0) 53 (53,0) 0,776 0.081 1,129 | 0,647-
1,970
TT 1 (1,0) 0 (0) 1,000 0 - -
Allel (F)

C 142 (0,710) 147 (0,735) 0,655 0.200 | 1,133 | 0,731-
T 58 (0,290) 53(0,265) | 0,655 = 0.200 1,754

Calismamizda hasta grubunda 100 hastadan 43’ 1 (%43,0) rs1883832 (C/T)
polimorfizmi acisindan CC genotipine (wild type) sahipken, kontrol grubundaki 100
saglikl1 bireyden 47’ sinin (%47,0) CC genotipine sahip oldugu tespit edildi. iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0,05, X°=0,182). Hasta
grubunda 56 birey (%56,0), kontrol grubunda 53 bireyin (%53,0) CT genotipine
(heterozigot mutant) sahip oldugu saptandi. iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0,05, X?=0,081). Hasta grubunda 1 bireyde (%1,0)
TT genotipi (mutant) tespit edilirken kontrol grubunda bu genotipe rastlanmamustir.

Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).

56



Allel frekanslari agisindan bakildiginda hasta grubundaki 100 bireyde C alleli
frekans1 142 (0,710) iken, kontrol grubunda bu say1 147 (0,735) idi. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05, X?=0,200, OR(CD)= 1,133
(0,731-1,754)). Hasta grubunda T alleli frekans1 58 (0,290), kontrol grubunda T alleli
frekans1 ise 53 (0,265) idi. iki grup arasinda istatisitiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05, X?=0.200, OR(CI)= 1,133(0,731-1,754)).

Hasta ve kontrol grubunda yapilan ¢alismada saptanan rs4810485 (G/T) tek
niikleotid polimorfizmine (SNPs) ait genotip ve allel frekanslar1 tablo 19° da

gosterilmistir.

Tablo 19 rs481048S (G/T) polimorfizmi Genotip ve allel frekansi.

G/T Pol. | Hasta N=100 Kontrol N= p X? Odds %95

Genotipi n (%) 100 Ratio CI

n (%)
GG 43 (43,0) 47 (47,0) 0,669 @ 0,182 @ 0,851 0,487-
1,486
GT 43 (43,0) 45 (45,0) 0,886 | 0,020 0,922 0,527-
1,612
TT 14 (14,0) 8 (8,0) 0,258 | 1,277 1,872 @ 0,748-
4,684
Allel (F)

G 129 (0,645) 139 (0,695) | 0,338 0,916 0,797 | 0,525-
T 71 (0,355) 61 (0,305) 0,338 | 0,916 1,211

Calismamizda hasta grubunda 100 hastadan 43’ i (%43,0) rs4810485 (G/T)
polimorfizmi agisindan GG genotipine (wild type) sahipken, kontrol grubundaki 100
saglikl1 bireyden 47’ sinin (%47,0) GG genotipine sahip oldugu tespit edildi. iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05, X°=0,182). Hasta
grubunda 43 birey (%43,0), kontrol grubunda 45 bireyin (%45,0) GT genotipine
(heterozigot mutant) sahip oldugu saptandi. iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamstir (p>0,05, X?=0,020). Hasta grubunda 14 bireyde
(%14,0) TT genotipi (mutant) tespit edilirken kontrol grubunda 8 bireyde (%8,0) TT
genotipi saptands. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir
(p>0,05, X?=1,277).

Allel frekanslar1 agisindan bakildiginda hasta grubundaki 100 bireyde C alleli
frekans1 129 (0,645) iken, kontrol grubunda bu say1 139 (0,695) idi. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05, X?=0,338, OR(CD)= 0,797
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(0,525-1,211)). Hasta grubunda T alleli frekans1 71 (0,355), kontrol grubunda T alleli
frekans1 ise 61 (0,305) idi. ki grup arasinda istatisitiksel olarak anlamli bir fark
saptanmad1 (p>0,05, X*=0,338, OR(CI)= 0,797 (0,525-1,211)).

Hasta ve kontrol grubunda yapilan ¢alismada saptanan rs1883832 (C/T) ve
rs4810485 (G/T) tek niikletiod polimorfizmlerine (SNPs) ait kombine genotip

analizleri tablo 20’ de gdsterilmistir.

Tablo 20 rs1883832 (C/T) ve rs4810485 (G/T) SNPs ait kombine genotip analizleri.

Kombine | Hasta N=100 Kontrol N= p X2 Odds %95
Genotipi n (%) 100 Ratio CI
n (%)
CC-GG 42 (42,0) 47 (47,0) 0,569 @ 0,324 0,817 @ 0,655-
1,219
CC-GT 0 0 - - - -
CC-TT 1 (1,0) 0 1,000 - - -
CT-GG 1 (1,0) 0 1,000 - - -
CT-GT 43 (43,0) 45 (45,0) 0,886 | 0,020 0,922 0,527-
1,612
CT-TT 12 (12,0) 8 (8,0) 0,479 @ 0,500 @ 1,568 @ 0,612-
4,019
TT-GG 0 0 - - - -
TT-GT 0 0 - - - -
TT-TT 1 (1,0) 0 1,000 - - -

Calismamizda hasta grubunda 100 hastadan 42’ si (%42,0) CC-GG kombine
genotipe sahipken, kontrol grubundaki 100 saglikli bireyden 47’ sinin (%47,0) CC-
GG kombine genotipine sahip oldugu tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05, X°=0,569). Hasta grubunda 43 hastada CT-
GT kombine genotipi, kontrol grubunda ise 45 bireyde CT-GT kombine genotipi
saptanmugtir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir
(p>0,05, X?=0,886). Hasta grubunda 12 hastada CT-TT kombine genotipi, kontrol
grubunda ise 8 bireyde CT-TT kombine genotipi saptanmustir. 1ki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05, X?=0,479). CC-GT, TT-
GG ve TT-GT kombine genotiplerine hasta ve kontrol grubunda rastlanmamstir. CC-
TT, CT-GG ve TT-TT kombine genotipleri acisindan bakildiginda hasta grubunda 1’
er birey varken kontrol grubunda bu kombine genotiplere rastlanmamistir. Bu

genotipler agisindan istatistiksel bir fark saptanmamustir (p>0,05).
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Hasta grubunda yapilan MEVF gen mutasyon analizleri sonucu elde edilen
veriler 1513iInda FMF mutasyon genotiplerinin rs1883832 (C/T) tek niikleotid

polimorfizmleri ile karsilagtirilmalari tablo 21° de gosterilmistir.

Tablo 21 FMF mutasyon genotiplerinin rs1883832 (C/T) ile karsilastirilmas.
Allel | Heterozigotn (%) | Bilesik Heterozigot n | Homozigot n p

(%) (%)
CC 32 (32,0) 8 (8,0) 3 (3,0)
CT 39 (39,0) 13 (8,0) 4 (4,0) 0,928
TT 1(1,0) 0 0

FMF hastalarina ait genotip gruplar1 arasinda rs1883832 (C/T) tek niikleotid
polimorfizmi agisindan istatistiksel analiz yapildi. Gruplar arasinda istatistiksel bir
fark saptanmamistir (p>0,05).

Hasta grubunda yapilan MEVF gen mutasyon analizleri sonucu elde edilen
veriler 1s18inda FMF mutasyon genotiplerinin rs4810485 (G/T) tek niikleotid

polimorfizmleri ile karsilastirilmalar1 tablo 22” de gosterilmistir.

Tablo 22 FMF mutasyon genotiplerinin rs4810485 (G/T) ile karsilastirilmasi.
Allel | Heterozigot n Bilesik Heterozigot n | Homozigot n p

(%) (%) (%)
GG 33 (33,0) 7(7,0) 33,0
GT 32 (32,0) 99,0 2 (2,0 0,265
TT 7 (7,0) 55,0 2 (2,0

FMF hastalarina ait genotip gruplari arasinda rs4810485 (G/T) tek niikleotid
polimorfizmi acisindan istatistiksel analiz yapildi. Gruplar arasinda istatistiksel bir

fark saptanmamustir (p>0,05).
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6. TARTISMA
Bu calismada oncelikle Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) hastalarina ait yaygin

mutasyon analizi yapilarak hasta grubunun mutasyon profili arastirilmistir. FMF hasta
ve kontrol gruplarinda CD40 genine ait tek niikleotid poolimorfizmleri (SNPs) olan
rs1883832 ve rs4810485 polimorfizmleri arastirilmistir. Ayni zamanda FMF hasta
profilleri ile C40 genine ait polimorfizmler arasindaki korelasyon aragtirilmistir.

Bu ¢alisma 0-18 yas araligindaki kiz ve erkek ¢ocuklarindan olusan 100 hasta
ve herhangi bir hastaligi olmayan 100 saglikli birey ile yapilmistir.

Calismaya katilan hasta grubunun yas ortalamasi 8,11+4,62, kontrol grubunun
7.804+4.45 dir. Her iki grup arasinda yas ortalamalari agisindan istatistiksel anlamda
bir fark yoktur (p>0.05).

Hasta grubundaki 100 hastadan %57’ si kiz, %43’ i erkek; kontrol grubundaki
100 bireyin %54’ 1 kiz, %46’ s1 erkeklerden olusmaktadir. Her iki grup arasinda
istatistiksel anlamda bir fark bulunmadi (p>0.05).

Calismamizdaki hasta grubundaki FMF hastalarinin genotip dagilimlar
incelendiginde; hastalarin %72’ si heterozigot, %21’ 1 bilesik heterozigot ve %7 si
homozigot mutasyon profiline sahip oldugu tespit edildi. Hastalarin higbirinde
kompleks bir genotipe (ikiden fazla mutasyon) rastlanmadi. Literatiirde yapilan bazi
caligmalardaki verilerle ¢alismamizda elde edilen verilerin karsilastirilmasi tablo 23’

te verilmistir.

Tablo 23 FMF Genotip Dagilimlarimin Karsilastirilmasi.

Resferans Hasta Heterozigot | Bilesik Homozigot (%) | Kompleks
Sayisi (%) heterozigot (%) Genotip (%)

AKkin ve ark. | 547 54,11 26,51 18,46 0,92

(122)

Coker ve ark. | 883 60,10 22,80 16,08 0,30

(123)

Ece ve ark. | 147 70,70 23,10 6,20 -

7

Hageman ve | 44 27,00 39,00 34,00 -

ark. (20)

Diindar ve | 20 268 39,00 24,00 3,00 -

ark. (1)*

Cahismamiz 100 72,00 21,00 7,00 -

* Bu ¢alismada elde edilen veriler 1s181nda mutasyonlarin %34’ ii varyant olarak degerlendirilmemistir.

FMF mutasyonlarinin genotip dagilimlart karsilastirildiginda verilerimiz

Coker ve ark. tarafindan 2011 yilinda Ege bolgesindeki ve Ece ve ark. tarafindan 2013
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yilinda Giineydogu bolgesindeki ¢alismalarin sonuglariyla benzerlik gostermektedir
(7,123). Tablo 23’ te verilen diger ¢calismalar ile verilerimiz uyusmamaktadir.

Ulke genelinde ve iilkenin farkli cografi bolgelerinde yapilan MEVF genine ait
yaygin mutasyonlarda elde edilen FMF mutasyonlarinin allel frekans sikligi ile
calismamizda elde edilen verilerin karsilagtirmasi tablo 24’ te verilmistir. Verilerimizi
iilke genelinde yapilan calismalarla karsilastirdigimizda, iilke genelinde M694V
mutasyon orani en yiiksek olmasina ragmen bizim c¢alismamizda E148Q mutasyon
oraniin en yiiksek oldugu tespit edilmistir (1,124,125). Ayni1 zamanda bolgemizde
M680I mutasyon oraninin iilke geneline gore daha diisiik oldugu ve R761H ve P369S

mutasyon oranlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.

Tablo 24 Ulke genelinde yapilan MEFV mutasyonlarinin allel freakans dagilimi.

Bolge (Kay.) Hasta E148Q M694V V726A R761H M6801 P369S

Sayisi % (n) % (n) % (n) % (n) (G>0) % (n)
% (n)

Dogu Anadolu | 415 19,10 21,60 9,70 2,00 9,50 3,70

(126)

Dogu Anadolu | 453 32,77 36,50 14,09 4,07 3,90 2,04

127)

Karadeniz (128) 731 14,70 42,80 16,30 6,80 14,10 *

i¢ Anadolu (129) 1 044 5,15 14,68 4,76 1,28 7,62 0,99

ic Anadolu (130) 386 18,39 59,06 22,53 3,36 16,06 4,40

ic Anadolu (131) 330 1,36 50,00 9,70 3,48 14,10 *

Bat1 Anadolu | 175 20,35 41,15 7,08 9,73 12,39 4,42

(132)

Ege (122) 547 16,75 47,60 12,95 3,30 11,94 2,55

Ege (123) 833 16,30 48,60 9,70 4,40 13,40 2,60

Ege (133) 190 15,00 53,59 6,81 * 6,81 7,27

Akdeniz (134) 618 19,32 17,35 4,03 1,20 5,24 *

Giineydogu 147 30,70 26,00 13,0 13,50 6,30 10,50

Anadolu (7)

Giineydogu 104 30,80 18,30 8,60 2,90 6,70 10,60

Anadolu (135)

Ulke geneli (124) 1 090 * 51,50 8,10 14,4 *

Ulke geneli (125) 1719 1,00 44,50 9,20 *ok 12,30 *ok

Ulke geneli (1) 20268 | 22,89 36,93 12,70 3,22 13,30 4,40

Cahsmamiz 286 33,60 23,40 9,40 10,90 6,80 8,60

Ulkemizdeki diger cografi bdlgelerde yapilan caligmalar ile iilke genelindeki
MEFV mutasyon allel siklig1 karsilagtirildiginda verilerin birbirine paralel oldugu
gozlenmektedir. Ulke geneli ve diger cografi bolgelerde elde edilen veriler ile
calismamizda elde ettigimiz veriler karsilastirildiginda en sik rastlanan mutasyon tipi

acisindan farklilik oldugu tespit edilmektedir. Bu farkliliklarin temelinde cografi
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bolgesel farkliliklarin ya da analiz edilen verilerin sayis1 veya yonteminden kaynakli
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bolgemize yakin bir bolge olan Van ili ve ¢evresinde (Dogu Anadolu Bolgesi)
2010, 2014 ve 2015 yilllarinda yapilan ii¢ ayr1 ¢alismada en sik rastlanan mutasyon
sirastyla M694V, V726A ve M694V mutasyonlar1 olarak rapor edilmistir. Bu i¢
calismada elde edilen veriler verilerimizle uyusmamakta olup bu farkliligin cografi
bolgesel farkliliklarin ya da analiz edilen verilerin sayis1 veya yonteminden kaynakli
olabilecegini diistinmekteyiz (126,127,136).

Bolgemizde 2009 ve 2014 yillarinda yapilan iki ¢aligsma ile kendi verilerimizi
karsilastirdigimizda mutasyon tip ve oranlarinin benzer olduklar1 goriilmekte olup,
calismamizda P369S (%8,60) mutasyonunun oraninda bir diisiis oldugu
gbzlenmektedir (7,135).

CD40 genindeki polimorfizmler ve bunu takiben serum CD40 diizeyindeki
degisimler kanser tedavisindeki rolii ve Graves hastaligi, multipl skleroz, romatizmal
artrit ve serebrovaskiiler bozukluklar gibi otoimmiin hastaliklar da dahil olmak iizere
cok sayida patolojinin potansiyel hedefi olarak incelenmistir (137). CD40
ekspresyonu, polimorfizmin hangi gen bolgesinde gergeklestigine bagli olan CD40' in
translasyonel verimliligine baghdir. Bu polimorfizmler; amino asidin etkilenecegi
kodlama bolgesinde veya gen splicing, transkripsiyon faktorii baglanma alani, haberci
RNA degredasyonu veya kodlamayan RNA dizisi gibi alanlar1 kapsayan kodlanmayan
bolgede gergeklesmektedir (138).

rs1883832 polimorfiziminde CT ve TT genotipine sahip bireylerin monosit
kaynakl1 aktive edilmis dentritik hiicreler ve B lenfositlerinin ylizeylerinde daha diisiik
serum CDA40 seviyelerine sahip olduklarina dair yapilan ¢esitli fonksiyonel ¢aligmalar
mevcuttur. Buna karsilik, CC genotipine sahip bireylerde otoimmiin antikorlarin
diizensiz asir1 iiretimi sonucu Graves hastaligini indiikledigi gosterilmistir (138)

rs1883832 polimorfizmi ve serum CD40 seviyelerinin karsilastirilmasi ile
bir¢ok hastalik {izerine ¢alismalar rapor edilmistir. Graves hastaligi, Meme kanseri,
Diz osteoartriti (KOA), Sepsis ve Arteriosklerozis gibi hastaliklarda genotip
farkliliklarinin hastalikla iligkili oldugu rapor edilmistir (140-144). Servikal kanser,
Behget hastalig1, Hagimato troidi gibi hastaliklarla yapilan ¢aligsmalarda ise istatistiksel

olarak anlaml bir fark rapor edilmemistir (138,140,145). Calismamizda elde edilen
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veriler 1518inda FMF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda rs1883832 polimorfizmi
genotipleri (CC-CT-TT) agisindan istatistiksel anlamda bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Allel frekanslar1 agisindan Graves hastaligi, Meme kanseri, Diz osteoartriti
(KOA), Sepsis ve Arteriosklerozis hastaliklarinda istatistiksel olarak anlamli farklar
tespit edildigi rapor edilmistir (140-144). Servikal kanser, Behcet hastaligi, Hagimato
troidi gibi hastaliklarla yapilan ¢alismalarda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
rapor edilmemistir (138,140,145). Calismamizda elde edilen veriler 1s183inda FMF
hastalar1 ve kontrol grubu arasinda rs1883832 allelleri (C-T) agisindan istatistiksel
anlamda bir fark saptanmamuistir (p>0.05).

CD40 geninin intron-1 bolgesinde meydana gelen rs4810485 polimorfizmi;
kodlanmayan boélgedeki splicing islemleriyle CD40 gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigi ve rs4810485 T alellerinin anormal splicinge neden
oldugu rapor edilmistir (141,146).

rs4810485 polimorfizmi ve serum CD40 seviyelerinin karsilastirilmasi ile
bircok hastalik tlizerine ¢alismalar rapor edilmistir. Meme kanseri, Diz osteoartriti
(KOA) ve Kawasaki gibi hastaliklarda genotip farkliliklarinin hastalikla iligkili oldugu
rapor edilmistir (141,142,147). Servikal kanser ve Behget hastaligi gibi hastaliklarla
yapilan calismalarda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark rapor edilmemistir
(138,145). Calismamizda elde edilen veriler 1518inda FMF hastalar1 ve kontrol grubu
arasinda rs4810485 polimorfizmi genotipleri (GG-GT-TT) acisindan istatistiksel
anlamda bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Allel frekanslar1 agisindan Meme kanseri, Diz osteoartriti (KOA) ve Kawasaki
hastaliklarinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildigi rapor edilmistir
(141,142,147). Servikal kanser ve Behget hastalii gibi hastaliklarla yapilan
caligmalarda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark rapor edilmemistir (138,145).
Calismamizda elde edilen veriler 1s181inda FMF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda
rs4810485 allelleri (G-T) agisindan istatistiksel anlamda bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Inal ve arkadaslar1 Behget hastaliginda rs1883832 (C/T) ve rs4810485 (G/T)
tek niikleotid polimorfizmlerine ait kombine genotip analizleri gerceklestirmis olup bu

iki polimorfizm arasinda anlamli bir fark tespit etmemislerdir (145). Calismamizda
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elde edilen veriler 1s183inda FMF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda kombine
genotipleri acisindan istatistiksel anlamda bir fark saptanmamis olup bu calisma ile
verilerimiz uyusmaktadir (p>0.05).

FMF hastalarinda CD40 genine ait tek niikleotid polimorfizmlerine yonelik
daha oOnceden yapilan bir c¢alisma olmadigindan literatiir karsilagtiriimasi
yapilamamistir. FMF mutasyon genotiplerinin (homozigot, heterozigot ve bilesik
heterozigot) rs1883832 (C/T) ve rs4810485 (G/T) ile karsilastirilmast sonucunda
istatistiksel bir fark saptanmadi (p>0.05).
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7. SONUCLAR

1. Calismada FMF tanis1 almis kiz ve erkeklerden olusan 100 kisilik hasta grubunun
yas ortalamasi 8,11+4,62; 100 saglikli kiz ve erkeklerden olugan kontrol grubunun yas
ortalamasi ise 7,80+4,45 idi.

2. Hasta grubuna katilan 100 hastanin 57’ si kiz (%57,0), 43° 1 erkek (%43,0);
kontrol grubunun 54’ i ki1z (%54,0), 46’ s1 erkek (%46,0) idi.

3. FMF hastalarinin genotipleri degerlendirildiginde hastalardan 72 si (%72,0)
heterozigot, 21’ 1 (%21,0) bilesik heterozigot ve 7’ si (%7,0) homozigot genotipine
sahip oldugu tespit edildi.

4. FMF hastalarinda en sik rastlanan mutasyonlar sirasiyla; E148Q/wt (%32,0),
M694V/wt (%14,0), P369S/wt (%8,0), R761H/wt (%7,0), VI26A/wt (%6,0) ve
M694V/homozigot (%4,0) muatasyonlari olarak tespit edildi.

S. FMF hastalarinda MEVF gen mutasyonlarinin allel frekanslar1 agisindan en sik
rastlanan alleller sirasiyla; E148Q (%43,0), M694V (%23,4), R761H (%10,9), V726A
(%9,4), P369S (%8,6), M680I (G>C) (%6,3) ve M6941 (%3,9) olarak tespit edildi.

6. 1s1883832 (C/T) polimorfizmi genotipi agisindan bakildiginda hasta grubu olarak
alian toplam 100 bireyden 43’ i (%43,0) CC, 56’ s1 (%56,0) CT ve 1’ 1 (%1,0) TT
olarak bulundu.

7. 151883832 (C/T) polimorfizmi genotipi agisindan bakildiginda kontrol grubu
olarak alinan toplam 100 bireyden 47 si (%47,0) CC ve 53 i (%53,0) CT olarak
bulundu.

8. Hasta grubunun rs1883832 (C/T) polimorfizmi C allel frekans1 142 (0,71), T allel
frekans1 58 (0,29), kontrol grubunun C allel frekansi 147 (0,735), T allel frekans1 53
(0,265) olarak bulundu.

9. 134810485 (G/T) polimorfizmi genotipi agisindan bakildiginda hasta grubu olarak
alian toplam 100 bireyden 43’ {i (%43,0) GG, 43”1 (%43,0) GT ve 14’ i (%14,0) TT
olarak bulundu.

10. rs4810485 (G/T) polimorfizmi genotipi agisindan bakildiginda kontrol grubu
olarak alinan toplam 100 bireyden 47’ si (%47,0) GG, 45 1 (%45,0) GT ve 8’ 1 (%8,0)
TT olarak bulundu.
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11. Hasta grubunun rs4810485 (G/T) polimorfizmi G allel frekansi 129 (0,645), T
allel frekans1 71 (0,355), kontrol grubunun G allel frekans1 139 (0,695), T allel frekansi
61 (0,305) olarak bulundu.

12. rs1883832 (C/T) ve rs4810485 (G/T) tek niikleotid polimorfizmlerine ait kombine
genotip analizleri incelendiginde hasta grubunda CC-GG (%42,0), CC-TT (%1,0), CT-
GG (%1,0), CT-GT (%43,0) CT-TT (%12,0) ve TT-TT (%12,0) kombine genotipler
tespit edildi. Kontrol grubunda ise CC-GG (%47,0), CT-GT (%45,0) ve CT-TT (%8,0)
kombine genotipler tespit edildi.

13. FMF mutasyon genotiplerinin rs1883832 (C/T) ile karsilastirilmasi
incelelndiginde Heterozigot FMF mutasyonu tastyan hasta grubundaki bireylerin 32’
si(%32,0) CC, 39’ u(%39,0) CT ve 1’ 1(%1,0) TT genotipine sahip olduklar1 saptandi.
Bilesik heterozigot FMF mutasyonu tasiyan hasta grubundaki bireylerin 8 1 (%8,0)
CC ve 13° i (%13,0) CT genotipine sahip olduklar1 saptandi. Homozigot FMF
mutasyonu tasiyan hasta grubundaki bireylerin 3’ 1 (%3,0) CC ve 4’ i (%4,0) CT
genotipine sahip olduklar1 saptandi.

14. FMF mutasyon genotiplerinin rs4810485 (G/T) 1ile karsilastirilmasi
incelelndiginde Heterozigot FMF mutasyonu tastyan hasta grubundaki bireylerin 33’
i (%33,0) GG, 32’ si (%32,0) GT ve 7’ si (%7,0) TT genotipine sahip olduklari
saptandi. Bilesik heterozigot FMF mutasyonu tasiyan hasta grubundaki bireylerin 7°
si (%7,0) GG, 9’ u (%9,0) GT ve 5° 1 (%5,0) TT genotipine sahip olduklar1 saptandi.
Homozigot FMF mutasyonu tagiyan hasta grubundaki bireylerin 3’ i (%3,0) GG, 2’ si
(%2,0) GT ve 2’ s1(%2,0) TT genotipine sahip olduklar1 saptandi.

Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen bu bilgilerin 15181inda CD40 genine ait
tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) ile Ailesel Akdenizi Atesi (FMF) hastaligi
arasinda anlaml bir iliski saptanmadi. CD40 geni polimorfizminin FMF hastalarla
iliskisinin daha saglikli sonuglar vermesi agisindan hasta ve kontrol 6rneklerinin
arttirtlmasi gerektigi kanaatindeyiz. Aym1 zamanda CD40 geninde meydana gelen
polimorfizmlerin serum CD40 diizeyini etkilediginden dolay1 sonraki ¢aligmalarda
FMF hastalarina genis kapsamli serum diizeyi ve gen polimorfizmlerinin birlikte

bakilmasi gerektigi kanaatine varmaktayiz.
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9.4.Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

DICLE UNIVERSITESI
) ) "BiLGiLENDiRiLMiS ONAM FORMU
LUTFEN BU DOKUMANI DIKKATLICE OKUMAK ICIN ZAMAN AYIRINIZ

Sizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal
tarafindan yiiriitiilen “PEDIATRIK AILESEL AKDENIZ ATESI HASTALARDA CD40
POLIMORFIZMI”’ baslikli arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama
kararini vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir.
Bu nedenle bu formun okunup anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Eger anlayamadiginiz
ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz.

Bu ¢alismaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Caligmaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz.
Cahsmavi _vamitlamamz, arastirmava katihm _icin _onam_verdiginiz biciminde
yorumlanacaktir. Size verilen formlardaki sorulari yanitlarken kimsenin baskis1 veya
telkini altinda olmayin. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma amaci ile
kullanilacaktir.

1.  Arastirmayla flgili Bilgiler

a. Arastirmanin Amaci: CD40 gen polimorfizminin Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) ile
iligkisini saptamak

Arastirmanin Icerigi FMF cocuk yas grubundaki hastalarda CD40 gen

polimorfizmini ¢aligmak i¢in EDTA’l1 tiipe kan 6rnegi almak

Aragtirmanin Nedeni: () Bilimsel arastirma (x) Tez ¢aligmast

Arastirmanin Ongoriilen Siiresi: 6 Ay

Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Katilime1/Goniillii Sayisi: 200

Arastirmanin Yapilacag: Yer(ler): Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali

e

o oao

2. Cahsmaya Katim Onay1

Yukarida yer alan ve aragtirmadan Once katilimciya/goniillilye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve katilmam istenen ¢aligmanin kapsamini ve amacini, goniillii olarak lizerime diisen
sorumluluklari tamamen anladim. Calisma hakkinda yazih ve sozlii aciklama asagida adi
belirtilen arastirmaci tarafindan yapildi, soru sorma ve tartisma imkam buldum ve tatmin
edici yanitlar aldim. Bana, cahsmanin muhtemel riskleri ve faydalar sézlii olarak da anlatildi.
Bu ¢alismayi istedigim zaman ve herhangi bir neden belirtmek zorunda kalmadan birakabilecegimi
ve biraktigim takdirde herhangi bir olumsuzluk ile karsilasmayacagimi anladim.

Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya kendi istegimle, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimcinin (Kendi el yazisi ile)

Imzast:

(Varsa) Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar Icin;
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Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)
Anne

Imzasi:
Baba

Imzast:

ARASTIRICININ :

Adi-Soyadi : Mahir Binici

Tel : 05435341613

e-posta adresi : binici.mahir@hotmail.com

Not: Bu form, iki niisha halinde diizenlenir. Bu niishalardan biri imza karsiliginda goniillii kigiye
verilir, digeri arastirmaci tarafindan saklanir.
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9.5.Doktora Makalesi

Daclo Tip Deryind [ Dicle Med | [2022) 49 (2) - $81.568

O mimmn

www . diclemed] org

Ougiin Aragtirma / Original Article

Cocuk Ailesel Akdeniz Atesi Hastalarinda MEFV Mutasyonlarinin
Dagilimi: Tirkiye'nin Gineydogusunda Tek Merkezli Cahisma
Mahir Binici_s, Selahaddin Tekegl s, Mahmut Balkan' 4, Diclehan Orafl_h, flyas Yacel L4,
Saban TuncCh

1 Dncte Soavwrvtos Tip Fekidoan TINN Dyaky w Goawrid AD, Dyartcbr, Torkye
Gl 15002002, Reveapen: 2485002, Kabl Torthe 2585002

O

Amag: Adevi Akderiz Atesi (FMF), Aldeser’de yagayan etodk greplarda (Turkder, Araplar, Yahodder v Ermeniler)
goriden resesdl gecll otoinfassatuvar bir hastahikne. Farkd codrafl bolgederde v stalk groplarda FMF deld MEFV
mretasyos degisimi larkdilik pdstermekredin. Bu calmada, son yillara a0 mutksyen dabdimun belioyerek bolgomiede ki
MEFY mutictyon dafrlim verdent ile Glke geneli ve digder bidgelerin mutisyon daghlimin kassulagtirmay) assacladik.
Vontember: Merkezimioe sevik ediles FNF klink semptomlan tespit edilen 286 hictasn molekiler test sonuglanm
deferlendirdik. Molekiker analiz Kin hastalars, pyresogquencing yontess: kellurdlarak MEFY geandeld 22 yaypin
iy on ssaliz yagelde.

Bulgular: 286 lastamin gessetik analkzl soeucy; 74 (%25,87) hastion 275inin hosezgot [W9.44)47 sinin bilesik
hetorozggot (%1644) metasyons sabip oldefunu, 212'%sn (%74.13) isesadece ek bir setasyos tasidife ortaya
kopde. Alled frekanslan gia dedee aindibnda en yayin muticyonlar; E148Q (%32.50), M694V (%26,94), V7Z6A
(%10,83), R761H (% 10.83) M680 [G»C) (W6, 11) ve P365S (%5,56) seklindedic

Sonug: Bu tek merkezli calespeada, TUrkiye' nin glseydo fesendald ¢oosk FMF hastalarndas elde ediles yuyys MEFV gen
mstasyosdarms sklibddan haklunds bikyl verdde Homalins yaldagik yarss aellerinde en 22 bir EI480 veya M9V
ftasy osve Lpryorde. Balgessiodol verderi dlke geseli ve Ege hidgesi Do oerplasundieensda on stk raatlanas mulisyon
agsindas SGekddalar odduge gielesssoltedic. Caligma sonuclarmiz dkesizia Guneydogu Anadolu Balgesinde yapdan
deceld caligmatarla legdastnldgdinda, migasyan oranlan arasinda fackldddar odduge gielesslensseltedic. Bu Galgeayia
bilgemizdoki FMF hastalannin mutasyen dafdumlarsean ginced verilent elde edilorek literanine katloda dalunulmestur.

Analstar kedimeler: Ovoesflamatear hastad, ASesel Akdeniz Aresl, MEFV geni, Muticsyon
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