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OZET

“Tiimdr Nekroze Edici Faktor Reseptorii ile liskili Periyodik Sendrom” ilk kez
1982 yilinda Williamson ve arkadaslar1 tarafindan Irlanda/iskogya kokenli bir ailede
“Ailesel Hibernian Ates” olarak tanimlanmistir. 1998 yilinda sendromdan sorumlu
gen 12 nolu kromozomun kisa kolunda bulunan “Timoér Nekroze Edici Faktor
Reseptort Siiper Ailesi 1A” (Tumour Necrosis Factor Receptor Super Family 1A /
TNFRSF1A) olarak tanimlanmis ve sendrom “TNF Reseptérii ile Iliskili Periyodik
Sendrom (TRAPS)” adimi almistir. Sendrom basta Kuzey Avrupa iilkeleri olmak
lizere Hindistan, Tiirkiye, Japonya, Israil gibi bircok iilkede tanimlanmis olup genis
bir etnik gesitlilik sergilemektedir.

TNFRSF1A geninde simdiye kadar 98 farkli varyasyon tanimlanmis ve bu
varyasyonlarin 65’inin TRAPS fenotipine yol actig1 bildirilmistir.

Calismamizda, klinik bulgulart ile periyodik ates sendromu tablosu olusturan
olgularda, TNFRSF1A geni varyantlarinin dagiliminin ve sikliginin belirlenmesi
amaclandi. Calismaya dahil edilen 30 hastada TNFRSF1A geninin tiim eksonlar1 i¢in
DNA dizi analizi gergeklestirildi. Olgularda, literatiirde TRAPS fenotipine yol actig1
tespit edilmis varyasyonlardan higbiri bulunamadi. Ancak, 18 olguda 1 numaral
ekson bolgesindeki sinonim ¢.36 A>G (G allel frekans1 %40, A allel frekans1 %60),
27 olguda 4 numarali intron bdlgesinde ¢.473-33 T>C (T allel frekanst %28, C allel
frekans1 %72), 18 olguda 6 numarali intron bdlgesinde c.625+10 A>G (A allel
frekans1 %62, G allel frekansi %38), 16 olguda 7 numarali intron bdlgesinde ¢.740-9
T>C (C allel frekanst %30, T allel frekans1 %70) transisyonlar1 ve dnceden bilinen
bu degisimlere ek olarak ilk defa bu caligmada tanimlanan 6 numarali intron
bolgesinde ¢.626-32 G>T transversiyonu da 1 olguda saptanda.

Calismamiz, iilkemizde periyodik ates sendromlarinda, klinik tablonun
olusmasinda, TNFRSF1A geninin Oneminin arastirildigi, genis olgu grubunda
yapilan ilk ¢aligma niteliginde olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: DNA dizi analizi, Periyodik ates sendromu, TRAPS,
TNFRSF1A.



ABSTRACT

“Tumour Necrosis Factor Receptor Associated Periodic Syndrome” was
reported for the first time as “Familial Hibernian Fever” in Irish/Scottish family by
Williamson and his collaborators in 1982. The gene responsible for the syndrome
was defined in 1998 as Tumour Necrosis Factor Receptor Super Family 1A
(TNFRSF1A) which is located in the short arm of chromosome 12, and later the
syndrome was identified as TNF Receptor Associated Periodic Syndrome (TRAPS).
The syndrome was reported mainly in European countries as well as other countries
such as India, Turkey, Japan, Israel and exhibits a broad ethnic diversity.

There have been 98 different variants of TNFRSF1A identified so far, and 65 of
which were reported to cause TRAPS phenotype.

Our aim was to evaluate the distribution and frequency of TNFRSF1A gene
variants in cases with periodic fever syndrome symptoms. The DNA sequence
analysis for all exons of TNFRSF1A gene was performed for 30 cases. None of the
mutations that was reported as TRAPS causing before, was identified in our study.
However a synonym c.36 A>G transition in exon 1 in 18 cases (G allel frequency
%40, A allel frequency %60), c.473-33 T>C transition in intron 4 in 27 cases (T allel
frequency %28, C allel frequency %72), ¢.625+10 A>G transition in intron 6 in 18
cases (A allel frequency %62, G allel frequency %38), c.740-9 T>C transition in
intron 7 in 16 cases (C allel frequency %30, T allel frequency %70) and a novel
transversion ¢.626-32 G>T in intron 6 in 1 case were detected.

Our study is important for being, in our country, the first study in which the
importance of TNFRSF1A gene variants in clinical manifestations of TRAPS in a
large patient group was investigated.

Keywords: DNA sequencing analysis, Periodic fever syndrome, TRAPS,
TNFRSF1A.
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GIRIS ve AMAC

“Periyodik Ates Sendromlar1”, yiiksek ates ve bolgesel yangmin gozlendigi
tekrar eden ataklar ile karakterize, Mendeliyan kalittm gosteren sistemik
otoenflamatuar bir hastalik grubudur. Ataklar sirasinda, eklemlerde, deride, karinda
ve gozde sistemik yangi tutulumu goézlenir. “Yangi”’nin, enfeksiyon veya otoantikor
gozlenmeksizin meydana gelmesi bu sendromlari, otoenflamatuar sendrom olarak
adlandirilmasina neden olmustur (1).

TRAPS, viicudun farkli bolgelerinde periyodik febril ataklar ve yangi ile
karakterize periyodik ates sendromudur. Ilk olarak 1982’de Williamson ve
arkadaslari tarafindan “Ailesel Hibernian Ates” olarak tanimlanmustir (2, 3, 4). Daha
sonra sendromdan sorumlu gen 12pl3 boélgesinde yer alan TNFRSFIA olarak
belirlenmistir (5). Genin tanimlanmasina bagl olarak ilgili genetik ¢alismalarin hiz
kazanmasiyla; Finlandiya, Irlanda, iskogya Hollanda, Belgika, Fransa, Almanya gibi
Avrupa iilkelerinde hastalikla iliskilendirilen mutasyonlar tanimlanmistir (6).
Sendromun, Avrupa disinda ilk olarak, 2002 yilinda Israilli Arap bir ailede ve
ardindan 2004 yilinda Japon bir hastada rapor edilmesiyle etnik ¢esitlilik kavrami
Oonem kazanmaya baglamistir (7, 8).

Ulkemizin Akdeniz Havzasi’ndaki konumu ve Ailesel Akdeniz Atesi’nin en sik
gbzlenen periyodik ates sendromu olmasi nedeniyle (9), sebebi belli olmayan
periyodik ates ve yangi ataklari1 ile klinige bagvuran hastalarda ilk akla gelen
sendrom Ailesel Akdeniz Atesi’dir.

Periyodik ates sendromlar1 arasinda genetik ve fenotipik heterojenitenin
bulunmasi, literatiirde TRAPS ile iliskilendirilen 3 farkli TNFRSF1A mutasyonunun
ilk olarak tlilkemizde yasayan Tiirk kokenli hastalarda rapor edilmis olmas: (10, 11,
12) hem MEFV hem TNFRSF1A geninde mutasyon tasiyan cesitli Avrupa iilkeleri
kokenli olgularin varhigi (13, 14, 15), TRAPS’in iilkemizdeki periyodik ates
profilindeki yerinin yeni arastirmalarla belirlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu nedenle, ¢aligmamizda, iilkemizin periyodik ates sendromu profilinin agiga
cikarilmasma katki saglanmasi agisindan, periyodik ates sendromu bulgulariyla
klinige bagvuran hastalarda, TNFRSFI1A genindeki mutasyonlarin taranmasi ve
tilkemizde periyodik ates sendromu profilinde TNFRSF1A geninin 6nemini ortaya
¢ikarmak amacglanmustir.



GENEL BIiLGILER

Cocukluk caginda gozlenen hastaliklarda 6nemli bulgulardan biri olan ates, sik
olarak viral enfeksiyonlardan koken almakla beraber; enfeksiyon olmaksizin atesin
tekrarladigt durumlar, birgok kalitsal veya kalitsal olmayan nedenlerden
kaynaklanabilir. Tekrar eden ates ile iligskilendirilen kalitsal olmayan faktorler
genellikle, neoplazi, bagisiklik sistemi hastaliklari, kronik sistemik hastaliklar veya
romatizmal hastaliklardir (16, 17). Enfeksiyona bagli bir etiyoloji gozlenmeksizin,
serdz membran ve eklemlerdeki yangi ile birlikte meydana gelen tekrar eden ates
ataklar1 ise “Kalitsal Periyodik Ates Sendromlari’”nin en belirgin 6zelligini
olusturmaktadir (18).

2.1. Sistemik Otoenflamatuar Sendromlar

Sistemik otoenflamatuar sendromlar ¢ogunlukla bir dig uyaran olmaksizin,
periyodik olarak tekrar eden yangisal ataklar ile karakterize bir hastalik grubunu
olusturur. Ataklar sirasinda veya ataklar arasindaki donemde oto—antikor
(otoimmiinite sirasinda olusan antikor) veya antijene 6zgli T hiicresi gozlenmemesi,
bu sendromlari, viicudun kendi hiicre, protein ve dokularina bagisiklik cevabi
gosterdigi otoimmiin hastaliklardan ayirmaktadir. Periyodik ates sendromlar1 da,
serumda yiiksek oranda oto—antikor veya antijene 6zgii T hiicresi gozlenmeksizin
olusan yangi ataklar1 halinde belirti gosterdigi i¢in otoenflamatuar sendromlar olarak
adlandirilmaktadir (1, 19, 20). Otoenflamatuar hastalik grubuna dahil olan hastaliklar
hastaligin seyri, baslangi¢ yasi, devam siiresi ve belirtileri bakimindan farkliliklara
sahip olmalarina ragmen belirli ortak 6zellikleri paylasmaktadir. Bu 6zellikler;

Serdz zarlarda yangiy1 takiben, tekrarlayan yiiksek ates ataklari,
Yangisal ataklarin aralikli gozlenmesi

Yanginin kas ve eklem tutulumu

Ortalama eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), serum akut faz
proteinleri, C reaktif proteini (CRP) ve serum amiloid A (SAA)
seviyelerinde artistir (19, 21, 22, 23 ).

Sistemik otoenflamatuar hastaliklarda, periyodik olarak tekrar eden atese,
periton (karin zar1) iltihabi, plevra (akciger =zari1) iltihabi, perikardiyum
(kalbin etrafin1 saran zar) iltihabi, eklem iltihab1 ve deri dokiintiisii bulgularinin eslik
ettigi durumlar bildirilmistir (24).

Cizelge 2.1°de sistemik otoenflamatuar hastaliklar, kalittm modelleri ve bu
hastaliklardan sorumlu gen ve risk faktorleri gosterilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp

Cizelge 2.1. Sistemik Otoenflamatuar Hastaliklar

Sistemik Otoenflamatuar Hastaliklar

OMIM* Kalitim* Gen VeYa R.l sk
Faktorleri
Kalitsal Periyodik Ates Sendromlari
e Ailesel Akdeniz Atesi 249100 OR MEFV
e TNF Reseptorii ile fliskili Periyodik Sendrom 142680 OD TNFRSF1A
e Hiperimmiinoglobulinemi D ile Periyodik Ates 260920 OR MVK
Sendromu
e Ailesel Soguk Otoenflamatuar Sendromu 120100 OD CIASI/NALP3/PYPAF1
e Muckle—Wells Sendromu 191900 oD CIAS1/NALP3/PYPAFI
. Neonatal Baglangi¢h Multisistemik
Enﬂamatuar Hastalik / Kronik Infantil Kutanéz 607115 Sporadik, OD | CIASI/NALP3/PYPAFI
ve Artikular Sendrom
Idiyopatik Febril Hastaliklar
. Periyodik Ates, Aft, Farenjit, Adenoid Genellikle
Sendromu (PFAPA) Ailesel Degil
. Sistemik Baslangich Juvenil idiyopatik Artirit 604302 Kompleks IL-6, MIF
(SOJIA) polimorfizmleri
. Yetiskin Baslangi¢li Still’s hastalig (‘Eenellikle'
Ailesel Degil
Graniilomat6z Hastaliklar
. Crohn’s Hastalig1 266600 Kompleks NOD2/CARDIS,
ABCBI (Alag93),
MEFV (?)
e  Kronik Graniilomatoz Sinovit ile tiveit ve 186580 OD NOD2/CARD15
kraniyal noropati (Blau Sendromu)
. Erken baslangi¢li Sarkoidoz 609464 Sporadik, NOD2/CARD15
OD
Piyojenik Hastaliklar
e  Piyojenik Artirit ile Piyoderma Gangrenosum 604416 OD PSTPIP1
ve Akne Sendromu (PAPA)
e Kronik Tekrarlayan Multifokal Osteomiyelit
(CRMO) 259680 Sporadik, LPIN2 (Konjenital
e Sinovit, Akne, Pustuloz, Hyerostoz ve Osteit oD dise‘ritropoietik aner}li
Sendromu (SAPHO) (Majeed syndrome) ile
iligkili oldugunda)
Genellikle
Ailesel Degil
Hemafagositik Hastaliklar
e Primer Hemofagositik Lenfohistiyositozis 603553 OR PRF1, RAB27A
*  Makrofaj Aktivasyon Sendromu (MAS) 607624 Genellikle Pediatrik Romatizmal
Aiilesel Degil Hastaliklar
Komplement Hastaliklar
. Kalitsal Anjiyodem 106100 OD CINH
Vaskulitik Hastaliklar
. Behget Hastalig 109650 Kompleks HLABS1

Otoenflamatuar hastaliklarin diger olas1 kategorileri, gut ve pseudogut gibi metabolik hastaliklari, Gaucher’s hastalig1 ve
Hermansky—Pudkak Sendromu gibi Depo hastaliklari ve idiyopatik Pulmoner Fibrozis gibi hastaliklarini igermektedir (21).

*OQMIM: Online Inheritance in Man, OR: Otozomal Resesif, OD: Otozomal Dominant




Otoenflamatuar hastaliklarin bir¢ogu (Cizelge 2.1) dogustan kazanilan bagisiklik
sistemini diizenleyen genlerdeki mutasyonlar nedeni ile olusur. Bu hastaliklar gerek
klinikleri gerekse molekiiler patogenezleri bakimindan kismen aydinlatilmig
hastaliklardir. Tekrarlayict atesler bdolgesel yangiyla iligkilidir ve fenotipe
yansimalar1 acisindan oldukca biiytik farkliliklar sergileyebilirler (23, 25).

2.2. Kalitsal Periyodik Ates Sendromlari

Kalitsal Periyodik ates sendromlar1 (Hereditary Periodic Fever Syndromes),
genetik degisim sonucunda belirli araliklarla meydana gelen klinik belirtiler ile uyum
gosteren bir grup hastaligi kapsamakta ve Mendeliyan kalitim gdstermektedir (11).
Siklikla tetikleyici faktorler ve otoimmiinite belirtileri olmaksizin ortaya ¢ikan
tekrarlayan yangi, bu grup sendromlarin anahtar belirtisidir (11, 18). Sistemik
otoenflamatuar hastaliklardan olan periyodik ates sendromlarinda, serumda anti—
niiklear antikor (otoimmiin hastaliklarda artis gosteren dogrudan hiicre ¢ekirdegini
hedef alan oto—antikor) ve romatizmal faktér (romatoid artirit’li hastalarda
organizmanin kendi dokusuna kars1 gelisen antikor) gozlenmemektedir (11, 14, 15).

Tip literatiiriinde, en sik gozlenen otoenflamatuar hastalik olarak tanimlanan dort
kalitsal periyodik ates sendromu su sekilde belirlenmistir;

e Ailesel Akdeniz Atesi
e Hiperimmiinoglobulinemi D ile Periyodik Ates Sendromu
e Muckle—Wells Sendromu

e Tiimér Nekroze Edici Faktor Reseptorii ile Iliskili Periyodik Sendrom (19,
26).

Bu sendromlardan “Ailesel Akdeniz Atesi” ve “Hiperimmiinoglobulinemi D ile
Periyodik Ates Sendromu” otozomal resesif kalitim gosterirken, “Muckle—Wells
Sendromu ile “Tiimér Nekroze Edici Faktor Reseptorii ile Iliskili Periyodik
Sendrom” otozomal dominant kalitilir (19, 27).

Daha sonra tanimlanan, otozomal dominant kalitim gdsteren 4 otoenflamatuar
hastalik da kalitsal periyodik ates sendromu listesine eklenmistir;

e Ailesel Soguk Otoenflamatuar Sendrom

e Kronik Infantil Norolojik Kutandz ve Artikular Sendrom / Neonatal
Baslangicli Multisistem Enflamatuar Hastalik

e Piyojenik Artirit ile Piyoderma Gangrenosum Ve Akne Sendromu Blau
Sendromu veya Ailesel Graniilomat6z Artirit

Blau ve PAPA sendromlari, periyodik ates sendromu grubuna en son dahil
edildikleri icin ¢izelge 2.1°de, “Kalitsal Periyodik Ates Sendromlar1” listesinde degil



“Graniilomat6z Hastaliklar” ve Piyojenik Hastaliklar” basliklar1 altinda gosterilmistir
(19).

Son 10 yilda, kalitsal otoenflamatuar hastaliklarin hem klinik 6zellikleri hem de
molekiiler mekanizmalariin anlagilmasi ile ilgili biiyiik ilerleme kaydedilmistir (23).
Aile hikayesi, etnik koken, ataklarin yenidogan donemde veya bir yasimma kadar
baslamis olmasi ile hastalifin seyri, kalitsal otoenflamatuar hastaliklar agisindan
ayirict tan1 hakkinda bilgilendirici olabilmekle beraber, genetik test kesin tam
saglamaktadir (1, 11).

2.2.1. Ailesel Akdeniz Atesi (AAA; OMIM 249100)

En sik gozlenen kalitsal periyodik ates sendromu olan Ailesel Akdeniz Atesi
(AAA), ¢ogunlukla Ermeni, Arap, Sefardik Yahudi ve Tiirtk populasyonlarini ve
daha az siklikla Italya, Ispanya, Yunanistan, Portekiz, Fransa gibi diger Akdeniz
populasyonlarin etkilemekte ve otozomal resesif kalittm gostermektedir (9). AAA
temel olarak; tekrarlayan ates, karin ve eklem agrilar1 gibi klinik bulgularin
gbzlendigi, hastalifin en ciddi komplikasyonu olarak ise bazi vakalarda amiloidoz
gelisimi olan patogenezinin heniiz tam anlamiyla netlesmedigi bir kalitsal periyodik
ates sendromudur (25,28).

AAA’da serdz zarlardaki yangiya bagl tekrar eden ates ataklari sirasinda;
periton iltihabi, plevra iltihabi, perikardiyum iltihabi, eklem iltihabi, eritemli deri
dokiintiisii klinik Oykiiniin bir pargasi olabilmektedir (21, 23). Ates, atak sirasinda
genellikle 38—40°C olup 12—72 saat siirer. Ataklar sirasinda nétrofili, akut faz cevap
ve etkilenen bolgelere polimorfoniiklear 16kosit akini vardir (25, 29).

Akut faz proteinlerinden biri olan serum amiloid A (AA) proteini birikimine
bagli olarak AAA hastalarinda amiloidoz gelisebilir (21). AAA’da gelisen amiloidoz,
AA tipi amiloid fibrillerinden olusmakta ve serum amiloid ile iligkili protein (serum
amyloid—associated protein — SAA) olarak isimlendirilen Onciil proteinden
gelismektedir. Uzun siiren doku hasar1 ve yangi, SAA seviyelerinin ylikselmesine yol
acmaktadir (28).

AAA’dan sorumlu gen 1997 yilinda iki farkl konsorsiyum (International FMF
Consortium ve French FMF Consortium) tarafindan 16 nolu kromozomun kisa
kolunda klonlanmistir. “MEditerranean FeVer” ifadesine atfen MEFV ad1 verilen bu
gen 10 eksondan olugmakta ve 781 aminoasitlik, Amerikalilarin Pirin (Latince
pyrexia: ates diizenleyen protein), Fransizlarin Marenostrin (Latince Mareo nostrum:
Akdeniz’in eski adi1) adin1 verdikleri bir protein kodlamaktadir (28).



Pirin proteini 86 kDa agirliginda arjinin ve lizin aminoasitlerince zengin, pozitif
yiiklii bir proteindir. Pirin proteini, dort fonksiyonel bolge icermektedir (Sekil 2.1);

e Amino (N) terminal ucunda “Pirin bolgesi” (PAD, PyD veya DAPIN olarak
da isimlendirilir),

e “B kutu ¢inko parmak (B box zinc finger) bolgesi” (BB—ZF),

e “Sarilmis sarmal (Coiled coil-CC) bolge” ,

e Karboksi (C) terminal ucunda “B30.2 bolgesi” (28, 30).

Pirin proteinindeki ¢ekirdek lokalizasyon sinyalinin varligi, proteinin basta
sadece ¢ekirdekte bulundugunu ve bir transkripsiyon faktorii olarak islev gordiigiinii
diisiindiirmiistiir. Ancak yapilan ¢alismalar pirinin, eosinofil ve sitokin ile aktive
olmus monositlerde sitoplazmada, nétrofillerde ise ¢ekirdekte bulundugunu
gostermistir (21, 23, 25, 28). Bu bulgular, pirinin bulundugu hiicreye gore farkl
proteinlerle etkilesime girerek, farkli fonksiyonlar: iistlenebilecegini gostermektedir.
Pirin sitoplazmada notrofillerdeki hiicre iskeleti ile ilgili mekanizmalari
diizenleyerek islev goriir. Cekirdekte ise, proenflamatuar sitokinleri baskilamaya
veya antienflamatuar sitokinlerin artisina neden olmaktadir (21, 25, 28).

Sekil 2.1. Pirin geni (MEFV) ile pirin proteininin sematik sekli. Sekilde numara ile gosterilmis
kutular pirin geninin 10 eksonunu; gen ve protein arasindaki ¢izgiler ilgili ekson
bolgelerinin kodladig1 protein bolgelerini gostermektedir. Eksonlar iizerinde AAA
acisindan en sik rastlanan mutasyonlar gosterilmistir (30).



Yangi ve apopitozda sinyal iletimi ve protein oligomerizasyonu, 6liim bolgesi—
katlanma siiper ailesine (death domain—fold superfamily) dahil olan protein protein
etkilesim bolgeleri tarafindan gergeklestirilir. Bu siiper aile 4 bolge icermektedir
(3D);

e Oliim Bolgesi (Death Domain—-DD)

e Oliim Etki Bolgesi (Death Effector Domain—DED)

e Kaspaz Alinma Bolgesi (Caspase Recruitment Domain — CARD)
e Pirin Bolgesi (Pyrin Domain—PYD)

Her 4 bolge, bolgeler arasinda elektrostatik yiikleri aracilifiyla etkilesim
olusmasini saglayan ve antiparalel diizenlenmis 6 adet o heliks yap1 igerir (21).
CARD bolgesi, 6liim bolgesi ve 6liim etkilesim bolgelerinin fizyolojik pH’da kendi
aralarinda etkilesime girerek biiyiilk molekiil agirligina sahip kiimeler olusturduklar
tanimlanmistir (31). Bu 4 bélgenin homo— ve hetero— etkilesimleri apoptotik ve
yangisal komplekslerin olugsmasinda anahtar rol oynar (32).

Pirin proteininin islevini arasgtirmak amaciyla yapilan caligmalar, proteinin;
ASC (apoptosis—associated speck like protein with a CARD) ve PSTPIP1 [proline
serine threonine phosphatase interacting proteinl/ CD2BP1 (CD2 binding protein 1)]
proteinleri ile iliskili oldugunu gdstermistir. ASC’nin apopitoz, interlokin—1p’nin
(IL-1B) islenmesi ve salgilanmasi ile iliskili prokaspaz—1 aktivasyonu ile yangi
cevabinin baglamasi ve yayilmasinda gorevli bir transkripsiyon faktorii olan NF—«B
aktivasyonunda rol oynadig1 tanimlanmistir. PSTPIP1, pirinin yogun olarak eksprese
oldugu monositler ve notrofillerde eksprese olmaktadir. PSTPIP1, PEST fosfatazlar
[prolin (P), glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T)’den zengin protein tirozin
fosfataz] ile substratlar1 arasinda onemli bir adaptor proteindir. PSTPIP1 ile pyrin
proteini arasindaki baglantt arttiginda PEST fosfataz baglantisinin  azaldigi
diistiniilmektedir. Dolayistyla, hastalik fenotipinin bir kismi, PEST fosfataz
hedeflerinin fosforilasyon durumu ile iligskilendirilmektedir (28).

Yangi siirecinin harekete gegirilmesinde anahtar rolii olan enflamazom ¢oklu bir
protein yapidir. Enflamazomun protein bilesimini, enflamazom olusumunu baslatan
harekete gecirici protein belirlemekle birlikte bir enflamazom kaspaz—1, kaspaz-5,
kriyopirin ve ASC’den olusabilir. Enflamazom yangisal sitokin olan IL-1 ve IL—
18’in aktivasyonuna araci olmaktadir (33, 34). Pirin proteininin ASC ile etkilesime
girmesi, ASC’nin enflamazom olusturmak iizere kriyopirin ile etkilesime girmesini,
dolayistyla kaspaz—1 aracili enflamazom olusumu ve buna bagh IL-1f saliniminm
engellemektedir. Pirinin, ASC’den bagimsiz olarak da B30.2/rfp/SPRY bolgesi
aracilifiyla pro—kaspaz—1 ve kaspaz—1’e baglanarak IL—1f salinimina engel oldugu
gosterilmigstir. AAA ile iligkilendirilmis ASC mutasyonlar1 tanimlanmamis olmasina
ragmen; AAA fenotipine yol acan MEFV mutasyonlarindan 31 tanesinin
B30.2/rfp/SPRY bolgesini kodlayan 10 numarali eksonda tanimlanmis olmasi; bu
mutasyonlarin, pirin proteininin, prokaspaz—1 ve kaspaz—1’e baglanmasini
engelleyerek yangi profiline neden oldugunu diisiindiirmektedir (19).



MEFV geninde, “INFEVERS” veri tabanina gore simdiye kadar 193 varyasyon
bildirilmigtir. Bu varyasyonlardan 64 tanesi AAA fenotipine yol agmaktadir (6).
MEFV mutasyonu tasiyicilik frekansimin, Kuzey Afrika Yahudileri, Askenazi
Yahudileri, Tiirkler ve Araplar’da %20, Ermeniler ve Irak Yahudileri’'nde %35-39
oldugu saptanmustir (9). Ozen ve arkadaslar1 1998 yilinda, iilkemizde 46.813 ¢ocuk
olgu ile yaptiklar1 epidemiyolojik ¢aligmada AAA prevalansint 9.3/10,000 olarak
saptamislardir (35).

Tiirk olgularda MEFV gen mutasyon frekanslari tani kriterleri ve olgu grubuna
bagli olarak degisim gostermekle birlikte M694V allelinin frekans1 %21.6-51.55,
E148Q allelinin frekansi %3.55-19.1, M680I allelinin frekans1 %2.5-16, V726A
allelinin frekans1 %1-12, P369S allelinin frekans1 %3.7, R761H allelinin frekansi
%2, A744S allelinin frekanst %1.3, K695R allelinin frekans1 %0.9 olarak
bildirilmistir (9, 34, 36, 37)

AAA hastalarinda amiloidoz gelisme riski etnik gruplara gore farklilik
gostermektedir (36). Homozigot M694V degisiminin Ermeni ve Yahudilerde,
hastaligin agir seyretmesinde ve amiloidoz gelisiminde belirleyici oldugu
bulunmustur (38). Tiirkiye’de Tiirk Ailesel Akdeniz Atesi ¢alisma grubunun 1090
olgu ile yaptiklar1 ¢alismada M694V allel frekanst %51.4 bulunmus olup, bu
mutasyon bu olgu grubunda amiloid gelisimi ile iligkili bulunmamigtir. Ayni
calismada, AAA hastalarinda ates %92.5, karin agris1 %93.7, eklem yangis1 %47.4,
gogiis agrist %31.2 sikliginda tanimlanmstir (39).

2.2.2. Hiperimmiinoglobulinemi D ve Periyodik Ates Sendromu
(HIDS; OMIM 260920)
Hiperimmiinoglobulin D ve periyodik ates sendromu (HIDS) 6zellikle Hollanda
ve Kuzey Avrupa kokenli bireylerde goriilen, otozomal resesif kalitim gosteren
kalitsal periyodik ates sendromudur (40).

Sendromun prevalanst 1/1.000.000°den az olarak belirlenmistir (41). HIDS
ataklar1 ortalama 4—7 giin siirer ve genellikle diizensizdir. Ataklar sirasinda gézlenen
belirgin klinik bulgular; ates, servikal lenfadenopati (lenf bezlerinin biiyiimesi),
splenomegali (dalak biiyiimesi), 16kositoz, kusma ve diyare ile birlikte gdzlenen
karin agrisidir. Bu bulgularin yaninda bas agrisi, eklem agrisi, eritemli deri
dokiintiisii, aftoz iilser bulgular1 gdzlenen HIDS hastalari da bildirilmistir (42).

Hastalik, 12 numarali kromozomun uzun kolunda (12g24) bulunan ve 396
aminoasitlik mevalonat kinaz enzimini kodlayan MVK genindeki mutasyonlardan
kaynaklanir (Sekil 2.2) (43). Hiper IgD sendromlu hastalarin ¢ogunda serum IgD
seviyeleri 100mg/dL’nin iizerindedir. Sendromun ismine ragmen, plazmalarinda
yiiksek seviyede immiinoglobulin D rastlanmayan HIDS hastalar1 tanimlanmistir.
Hastalarin %80‘inde serum IgA seviyeleri de yiiksek bulunmustur (15, 16).



MVK A334T

ATP- baglayici bilge

Sekil 2.2. Mevalonat kinaz geni (MVK) ile mevalonat kinaz proteininin sematik sekli. Sekilde
numara ile gosterilmis kutular MVK geninin 11 eksonunu; gen ve protein arasindaki
cizgi V3771 degisiminin protein iizerindeki olasi yerini; X isareti enzimatik olarak
aktif olan ATP baglayici bolgeyi gostermektedir. Eksonlar iizerinde HIDS agisindan
en sik rastlanan mutasyonlar gosterilmistir (30).

Mevalonat kinaz aktivitesindeki abnormalitelerin yangi reaksiyonlarindaki rolii
tam olarak bilinmemekle beraber mevalonat kinaz, kolesterol, D vitamini, safra asidi,
steroid hormon ve steroid olmayan izoprenoidlerin biyosentezinde mevalonik asitin
S5—fosfomevalonata donlismesini saglar. MVK genindeki mutasyonlar sonucu
mevalonat kinaz aktivitesindeki azalma mevalonik asit birikimine neden olur. Bu
durum mevalonik asidiiri ile sonuc¢lanir. Bu nedenle mevalonat kinaz eksikliginin
“Hiperimmiinoglobulin D ve Periyodik Ates Sendromu-HIDS” ile “Mevalonik
Asidiiri / MA” olmak tizere 2 farkli sekilde fenotipe yansimaktadir. Ancak mevalonat
kinaz eksikliginin HIDS ile iliskisi bilinmemektedir (44). MVK geninde simdiye
kadar saptanan 109 varyantin 64 tanesi HIDS fenotipi ile iligskilendirilmistir. MVK
geninde saptanan varyasyonlardan 4 tanesi ilk defa Tiirk olgularda rapor edilmistir
(Cizelge 2.2). Bu varyasyonlardan 2’si HIDS fenotipi ile iliskili bulunmustur (6).
Tiirk olgularda rapor edilen 2 varyasyon ise Mandey ve arkadaglar1 tarafindan 2006
yilinda yaymlanmistir. Caligmada klinik bulgular1 ile HIDS tanis1 almis 37 olgu
taranmastir (40).

Cizelge 2.2. infevers veri tabanina gore Tiirk olgularda rapor edilen MVK geni varyasyonlari

Degisimin;
Protein Fenotip ile Kaynakga
Sekans Varyanti Konumu e
varyanti iliskisi
c.238G>Ap. Ekson 4 V80I Bilinmiyor Lohse 2003
Mandey
c.709A>T Ekson 8 T237S Var 2006
C.831C>T Ekson 9 R277R | Bilinmiyor | DOMingo
2006
Mandey
c.965C>G Ekson 10 T322S Var 2006




HIDS hastalarinin ¢ogu MVK genindeki birlesik heterozigot yanlis anlamh
mutasyon tasirlar. HIDS hastalarinin %90’1nda, genin 1129. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin bazmma donlismesi sonucu, mevalonat kinaz proteininin 377.
pozisyonundaki valin aminoasitinin izoldsin aminoasitine dontistiigli, V3771 degisimi
tespit edilmistir. Diger periyodik ateslerle karsilastirildiginda HIDS hastalarinin
amiloidoz gelistirmesi olduk¢a nadirdir (15).

2.2.3. Muckle-Wells Sendromu (OMIM 191900 )

Muckle—Wells Sendromu (MWS), otozomal dominant kaliim gosteren 3
“kriyopirin ile iligkili periyodik sendrom”dan (CAPS) en agir seyreden 2.’sidir.
Muckle—Wells sendromu ilk defa 1962 yilinda, trtiker, sagirlik ve renal amiloidoz
bulgulart bulunan bir olguda tanimlanmis olup prevalansi bilinmemektedir (1, 45).

Diger kriyopirinopatiler;

e Neonatal Baslangiclh Multisistemik Enflamatuar Hastalilk (NOMID—
Neonatal Onset Multisystemic Inflammatory Disease) / Kronik Infantil
Kutan6z Ve Artikular Sendrom (CINCA—- Chronic Neurologic Cutaneous
and Articular Syndrome; OMIM 607115) ve

o Ailesel Soguk Otoenflamatuar Sendrom (ECAS-— Familial Cold Urticaria /
Ailesel Soguk Urtiker; OMIM 120100)’dur (19).

Kriyopirinopatiler temelde ortak bir genetik alt yapilar1 olmasina ragmen farkl
klinik fenotipleri ile birbirlerinden ayrilan hastaliklardir. Genetik temelde oldugu gibi
klinik bulgularda da ¢akisma s6z konusu olmaktadir (46). Periyodik olarak devam
eden ve eklem iltihabi, karin agris1 ve konjuktivit ile birlikte gdzlenen yangisal
ataklar sirasinda akut faz proteinlerinde artis gozlenir. Cocukluk doneminde baglayan
yang1 ataklarma ilerleyen donemlerde sensorinoral isitme kaybi eslik eder. MWS’1i
hastalarin %25’inde amiloidoz gelismektedir (19).

Kriyopirinopatilerden sorumlu gen, 1 numarali kromozomun uzun kolunda
bulunan, 9 eksondan olusan CIAS1 genidir. CIAS1 geni;

e PYPAFI (pirin bolgesi iceren APAF benzeri protein) veya
e NALP3 (NACHT bolgesi, losince zengin tekrar ve pirin bdlgesi igeren
protein)

olarak da bilinen “kriyopirin” proteinini kodlar (19).
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Kriyopirin proteini ( Sekil 2.3) 920 aminoasit biiylikliiglinde olup 3 temel domain
igerir;

e N-terminal Pirin bolgesi
e Merkezi NACHT bolgesi
e C-—terminal 16since zengin 7 tekrar bolgesi (LRR) (19).

Kriyopirin, monosit, graniilosit ve kondrositlerde ifade edilmekte olup, bir dis
uyarana karst enflamazom denilen protein kompleksi ile immiin cevabin
diizenlenmesinde gorev alir. Enflamazomun, yangi 6ncesi sitokinlerden interlokin—
1B (IL-1PB) ve interlokin—18 (IL-18)’in salgilanma ve islenme siirecinde gorevli olan
kaspaz—1°1 etkinlestirdigi gosterilmistir (19).

KRIYOPIRIN /s NALP3 / PYPAF1

T TT ~Nacrimes . H T IRET T~

Sekil 2.3. Kriyopirin geni (CIASI1) ile kriyopirin proteininin sematik sekli. Sekilde numara ile
gosterilmis kutular CIAS1 geninin 9 eksonunu; gen ve protein arasindaki ¢izgiler ilgili
ekson bolgelerinin kodladigi protein boélgelerini gostermektedir. Eksonlar {izerinde
kriyopirinopatiler agisindan en sik rastlanan mutasyonlar gosterilmistir (30).

CIAS1 geninde simdiye kadar saptanan 120 varyasyondan 86’s1
kriyopiriopatiler ile iliskilendirilmistir. Toplam 6 varyasyon Tirk olgularda rapor
edilmistir (Cizelge 2.3) (6).

Cizelge 2.3. infevers veri tabanina gore Tiirk olgularda rapor edilen CIAS1 geni varyasyonlari

Degigimin;

Bilinen Konumu Sekans ProFein Fenotip iliskisi Kaynakca

adi varyanti pozisyonu

Q306E Ekson 3 €.916C>G p.GIn306Glu CINCA/NOMID Berdeli 2009

L344L Ekson 3 c.1032G>A p.Leu344leu No Sentiirk 2006

V351L Ekson 3 ¢.1051G>C p.Val351Leu CINCA/NOMID Arostegiu 2006

. Muckle-Wells ve .

Y441H Ekson 3 c.1321T>C p.Tyr441His NOMID/CINCA Gl 2008
CINCA/NOMID

1480F Ekson 3 c.1438A>T p.lle480Phe Muckle-Wells Dalgic 2007
Syndrome

G569A Ekson 3 c.1706G>C p.Gly569Ala CINCA/NOMID Horsman 2008
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Kriyopirinopatiler farkli 3 sendrom olmalarina ragmen, klinik bulgular
cakisabilmektedir. Kriyopirinopatiler ile iligkili bulunan mutasyonlarin genotip—
fenotip iliskisi ve molekiiler temeli tam olarak aydinlatilmamistir (46). Jeru ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; yenidogan donemlerinden itibaren 2—-10 giin
tekrarlayan yiiksek ates, eklem ve kas agris1 ile birlikte ataklar gegiren monozigotik
ikiz kardeslerin ikisinde de CIASI, TNFRSF1A, MEFV ve MVK genlerinde
herhangi bir mutasyon saptanmamis olup; immiin cevap ve yangida CIASI ile ayni
ailede yer alan NALP12 geninde mutasyon taramasi yapilmistir. Analiz sonrasi 2
kardeste de NALPI2 geninde R284X mutasyonu saptanmistir. Bu durum
kriyopirinopatilerin  genetik temelinin heterojen ve heniiz tam anlamiyla
aydinlatilmamis oldugunu dogrulamaktadir (47).

2.2.4. Neonatal Baslangich Multisistemik Enflamatuar Hastahk (NOMID) /
Kronik Infantil Kutanéz ve Artikular Sendrom (CINCA; OMIM 607115)

Ilk olarak 1980 yilinda tanimlanan CINCA/NOMID, kriyopirinopatilerin en agir
seyirli olan tipi olup otozomal dominant kalitilmaktadir. Prevalansinin
1/1.000.000°dan az olarak tanimlanmistir (48). Neonatal donemde baglangi¢ gosteren
ates, gezici deri dokiintiileri, eklem iltihabi, {iveit (goziin damar tabakasinin iltihabi)
hastaligin temel klinik bulgular1 olup, ilerleyen siire¢te merkezi sistem tutulumu,
serebral atropi, amiloidoz ve sensorindral isitme kaybi gozlenir.  Olgularin
%60’1indan daha fazlasinda isitme kaybi1 ve %?25’inde amiloidoz gelisimi rapor
edilmistir (23, 46).

2.2.5. Ailesel Soguk Otoenflamatuar Sendrom
(Ailesel Soguk Urtiker-FCAS; OMIM 120100)

[Ik kez 1940 yilinda tanimlanan Ailesel Soguk Otoenflamatuar sendrom,
kriyopirinopatilerin en hafif seyirli olan tipidir. Ozellikle Kuzey Amerika ve
Avrupa’da rapor edilen ve otozomal dominant kalitilan sendromun prevalansinin
1/1.000.000 oldugu tanimlanmustir. Hastalarda soguk ile temas, tipik olarak kasintili
ve agrili dokiintiler meydana getirir. Konjuktivit, eklem tutulumu, bas agrisi
yenidogan doneminde baslangi¢ gosteren yangisal ataklara eslik eden bulgular olup,
amiloidoz gelisimi ve isitme kaybi1 bu hastalarda ¢ok nadir goriiliir (49). Tiirkiye’den
rapor edilmis FCAS olgusu bulunmamaktadir (6).

2.2.6. Piyojenik Artirit ile Piyoderma Gangrenosum ve Akne Sendromu
(PAPA; OMIM 604416)

Ik kez 1997 yilinda tanimlanan PAPA sendromu otozomal dominant kalitim
gosteren periyodik ates sendromudur. PAPA sendromunun prevalansinin
1/1.000.000°den daha az oldugu bilinmektedir (50). Hastalik, eklem, deri ve kaslarda
hasar meydana getiren yangi ile tanimlanmaktadir. Hastaliga neden olan gen 15 nolu
kromozomun wuzun kolunda yer alan, PSTPIP-1(Proline-serine-threonine
phosphatase-interacting protein 1) olarak da bilinen CD2-baglayan protein 1
(CD2BP1)’i kodlayan CD2BP1 genidir (Sekil 2.4). CD2BP1 proteini 416
aminoasitten olugmakta ve nétrofillerde ifade edilmektedir. Bu proteini kodlayan
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gendeki mutasyonlar protein Uriiniinii asir1 fosforile ederek, proteinin yangi yanitinda
pirin bolgesine daha siki baglanmasina neden olur (19).

Infevers veritabanina gore CD2BP1 geninde simdiye kadar toplam 5 varyasyon
tanimlanmistir. Bu varyasyonlardan 4 tanesi (A230T, E250Q, E250K, D266N)
PAPA fenotipine yol agarken, c.741+33—741+34insGT varyasyonu hastalik fenotipi
ile iliskilendirilmemistir (6).

CD2BP1/PSTPIP1

OFH—{2H3}{aH5

Sekil 2.4. CD2BP1 geni ile CD2BP1 proteininin sematik sekli. Sekilde numara ile gosterilmis kutular
CD2BP1 geninin 15 eksonunu gostermektedir (30).

2.2.7. Blau Sendromu veya Ailesel Graniilomatoz Artirit (OMIM 186580)

Blau sendromu, otozomal dominant kalim gosteren; eklem, deri ve gozleri
etkileyen graniilomatéz bir periyodik sendromdur. Sendromun prevalansi
bilinmemektedir. Hastalik, 16 numarali kromozomun uzun kolunda yer alan NOD2
veya CARDI1S olarak bilinen proteini kodlayan gendeki mutasyonlardan
kaynaklanir. CARDIS5 proteini, dogal bagisiklik sisteminde NF—«f3 aracili sinyal
yolunda gorev alan hiicresel bir reseptor proteinidir. Ik olarak Crohn’s hastalig1 ile
tanimlanmis olup sonradan Blau sendromu ile de iligkilendirilmistir (51). NOD2
proteini, C—terminal bolgesinde 16since zengin 10 tane LRR tekrari, NACHT bdolgesi
ve 2 tane N—terminal CARD bolgesi igerir. NACHT bolgesindeki mutasyonlar Blau
sendromu ile iligkilendirilmisken, LRR motiflerindeki mutasyonlarin Crohn’s
hastaligina neden oldugu bulunmustur (52). Infevers veri tabanina gdre NOD2
geninde simdiye kadar 105 varyasyon rapor edilmistir. Bu varyasyonlardan, 76’s1
Crohn’s hastaligi, 8’1 Blau sendromu ve 241 ise iilseratif kolit ile iliskilendirilmistir

(6).
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2.2.8. Tiimér Nekroze Edici Faktor Reseptorii ile Tliskili Periyodik Ates
Sendromu (TRAPS; OMIM 142680)

Literatiirde;
e Ailesel Hibernian Ates (Familial Hibernian Fever—-FHF),

e Tiimdr Nekroze Edici Faktor (TNF) Reseptorii ile iliskili Periyodik Sendrom
(TNF Receptor Associated Periodic Syndrome-TRAPS ),

e Otozomal Dominant Ailesel Periyodik Ates Sendromu (Autosomal Dominant
Familial Periodic Fever syndrome)

olarak isimlendirilen TRAPS (53), ilk olarak Williamson ve arkadaslar tarafindan
1982 yilinda Irlanda/iskocya kokenli bir ailede “Ailesel Hibernian Ates” (Hibernian:
Irlandali, irlanda'ya ait) olarak tanimlanmustir. Ailenin klinik bulgular1 arasinda
tekrar eden ates ataklari, abdominal agri1, bolgesel deri lezyonlari, miyalji (kas agris1),
plorezi (akciger zarinda sivi birikmesi), 16kositoz (kandaki akyuvar aysisinda artig)
ve yliksek eritsorit sedimentasyon hizi bulunmaktadir. Sekil 2.5’de Ailesel Hibernian
Ates’in tanimlandigi ilk ailenin pedigrisi gosterilmektedir (4).

1982 yilina kadar bazi aragtirmacilar tarafindan farkli ailesel periyodik ates
sendromlar1 tanimlanmis ve literatiirde yer almistir. Williamson ve arkadaslari,
mevcut klinik bulgulara yol acabilecek tetikleyici nedenlerin mevcut olmamasina
karsin tekrar eden ates ve agr ataklarini, Ailesel Akdeniz Atesi ile uyumlu
bulmuslardir. Ancak incelenen ailedeki klinik bulgular, kaliim sekli ve steroid
tedavisi sonucu elde edilen olumlu yanit gibi bulgular dogrultusunda durumun yeni
bir sendrom olabilecegi kanisina varmuglardir. Ailenin 3 kusak pedigrisini
incelediklerinde Ailesel Akdeniz Atesi’nden farkli olarak otozomal dominant kalitim
gosterdigini tespit etmislerdir (4).

Williamisor ve ark.
o
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Sekil 2.5. Williamson ve arkadaglari tarafindan Ailesel Hibernian Ates tanisi alan ilk ailenin pedigrisi

4)
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2.2.8.1. TRAPS Fenotipinde Gozlenen Klinik Bulgular

Hastaligin tipik bulgulari, tekrarlayan yiiksek ates ataklari ile beraber goriilen
karin agrisi, eklem agrisi, konjuktivit veya periorbital 6dem, plevra (karin zari)
iltihab1, gezici deri dokiintiisiidiir. Ataklar sirasinda akut faz cevab1 meydana gelir ve
eritrosit sedimentasyon hizi, yangi tepkimelerinde artig gosteren bir akut faz proteini
olan C reaktif protein seviyesi artig gosterir. Ayrica noétrofili (kandaki nétrofil
sayisinda artis) ve trombositoz (kandaki trombosit sayisinda artis) gelisir (19).

Ataklar tetikleyen belirgin bir uyaran bulunmamakla beraber bazi hormonal
degisimlerin ve ufak enfeksiyonlarin ataklar1 tetikledigi durumlar bildirilmistir.
Ataklar ¢ocukluk doneminde baslar ve bir haftadan bir aya kadar siire ile devam
edebilir (19). TRAPS hastalarinin yaklasik %10-25’inde sistemik amiloid A geligir
(19, 54, 55)

2.2.8.2. TRAPS’in Genetik Temeli

Iskogya/Avustralya ve Iskogya/irlanda kokenli aileler ile yapilan iki farkli
calismada dominant kalitilan periyodik ates sendromundan sorumlu gen bdolgesi
12p13 olarak belirtilmistir. Bu bolgede; CD4 (cluster of differentiation 4), LAG-3
(Ienfosit aktivasyon geni—3), CD27 (cluster of differentiation 27), komplement genler
C1S (Complement Cls subcomponent) ve CIR (Complement Clr subcomponent)
vardir. Bu genlere ilave olarak bolgedeki bir diger gen olan “Tiimdr Nekroze Edici
Faktor Reseptor Siiper Ailesi tip 1A” (ENFRSF1A-Tumor Necrosis Factor Receptor
Super Family 1A; alternatif isimleri: CD120a, p55, TNFR1) geni, dominant
periyodik ates profili sergileyen bir ailede etkilenen aile {iyelerinin serum ¢oziiniir
TNFRSF1A seviyesinin, saglikli normal bireylerdeki ortalamanin ¢ok altinda olmasi
nedeniyle diger genlerden daha ¢ok dikkat ¢cekmistir (56, 57, 58).

Dominant kalitilan periyodik ates sendromunun genetik temeli, genetik hasarin
12p13 bolgesinde saptanmasinin ardindan, uluslararasi aragtirma konsorsiyumu
tarafindan 1999°da, hastaliktan sorumlu genin, “Timoér Nekroze Edici Faktor”
(TNF-Tumour Necrosis Factor) molekiilii i¢in hiicresel reseptor proteinini kodlayan
TNFRSF1A olarak tanimlamasiyla belirlenmistir. Sendroma akronim olarak “TNF
Receptor Associated Periodic Syndrome” ifadesine atfen TRAPS ismi verilmistir
(5). TRAPS’in prevalanst bilinmemekle beraber literatiirde Belgikali, Afrika—
Amerikali, Fransiz, Alman, Israilli, Japon, Hollandali, Slovakyali, Ingiliz,
Danimarkali ve Tiirk olgular dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli populasyonlarda TRAPS
olgular1 bildirilmis olup sendrom genis bir etnik ¢esitlilik gostermektedir (6, 20).

2.2.8.3. TNFa ve TNFRSF1A’nin Yapisi

Tiimor nekroze edici faktor alfa (TNFa), hiicre ici patojenlere karst konagin
korunmasinda ve yanginin baslatilmasinda, interlokin—1 (IL—1p), interlokin—6 (IL—
6) gibi bir¢ok yangisal sitokinlerin sentezini harekete gegiren, l16kositleri aktive eden,
adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttiran, apopitozu diizenleyen multipotent
bir sitokindir. Bu sitokin tiimor nekroze edici faktor olarak Carswell tarafindan ilk
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olarak 1975’de tanimlanmistir. Aktif makrofaj, monosit, lenfosit, polimorfoniiklear
16kosit ve endotel hiicreleri tarafindan, 26 kDa’luk transmembran protein olarak
sentezlenen TNFa, hiicresel yenilenme ve farklilagsma tepkimelerinde de rol alir (19).

26 kDa’luk TNFa, biyolojik islevini, 157 aminoasitlik alt birimlerinden olusan
homotrimerler halinde gergeklestirir. Hiicre membranina bagli TNF (memTNF),
TACE (TNFo—converting enzyme) ile proteolitik ayrilma sonucu 17 kDa’luk
¢Oziiniir TNF’ye doniistir (19).

TNFa birgok reseptore baglanabilme 6zelligine sahiptir ancak, TNF’ye 6zgiil 2
reseptor vardir (19);

e TNFRSFIA (TNF receptor super family 1A, TNFR1, pS5TNFR, CD120a)
e TNFRSFIB (TNF receptor super family 1B, TNFR2, p7STNFR, CD120b)

TNFRSF1A ve TNFRSF1B’nin hiicre membraninin disinda kalan bolgelerinin,
%28 oraninda homolog olmasma ragmen, knock—out fare modelleri ile yapilan
deneysel calismalar gostermistir ki, TNFo biyolojik islevini biiyiik oranda,
TNFRSF1A araciligi ile gerceklestirmektedir (19).

TNFRSF1A geni 10 ekson ve 13339 niikleotidden olusuyor olup, 455
aminoasitlik reseptor proteinini kodlamaktadir. Bir membran glikoproteini olan
TNFRSF1A‘da ilk 29 aminoasit sinyal peptidi, sonraki 182 aminoasit hiicre dis1
bolgeyi, sonraki 21 aminoasit transmembran bdlgeyi ve en son 223 aminoasitlik
kism1 ise hiicre i¢ci bdlgeyi olusturur. Oliim bolgesi reseptdr proteininin 359-439
numarali aminoasitlerini kapsar (Sekil 2.6) (21, 59).

Reseptor, dort tane sisteince zengin bolge (CRD, cystein rich domain) i¢eren bir
hiicre dis1 alan, bir transmembran bdlge ve bir hiicre i¢i 6liim bolgesinden (DD—death
domain) olusmaktadir (60). Oliim bolgesi, genis bir yangi sitokin grubunun
aktivasyonunu ya da hiicre 6liimiinii indiikleyen NF—«B’yi harekete ge¢irmek i¢in
“Tiimoér Nekroze Edici Faktor ile lliskili Oliim Bolgesi-TRADD (TNF-Receptor
Associated Death Domain)” araciligiyla sinyal gonderen protein—protein etkilesim
bolgesidir (14).

Her CRD bolgesi, TNF reseptor protein siiper ailesinde oldukga iyi bir sekilde
korunmus olan {i¢ tane sistein—sistein disiilfit bag icermektedir. TRAPS
mutasyonlart agirlikli olarak, hiicre disi1 CRD boélgelerini ve birgok olguda ise,
distilfit baglarina katilan sistein kalintilarini etkileyerek en yiliksek amiloidoz riskine
sahip olan en penetran hastalik fenotipine yol agmaktadir (60).

[lk sisteince zengin bdlge (CRDI, cysteine rich domain 1), preligand baglanma
bolgesi (PLAD-preligand assembly domain)’dir. Ligand yoklugunda, PLAD,
reseptorlerin kendi aralarindaki kovalent olmayan homofilik etkilesimine aracilik
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eder. Bu etkilesim sayesinde, reseptorler, homomultimerize formda ve sessiz
durumda tutulurken, sinyal iletiminin kendiliginden aktivasyonu da engellenir. Hiicre
dis1 bolgelerden CRD2 ve CRD3, trimerik TNFa ile etkilesime girerken, CRD4 ise
TNFo’ nin baglanmasi i¢in diger CRD’ler kadar etkin degildir (19)

TNFRSF1A

Sisteince Zengin
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Bolge
s |
! 'l'.l"a nsmembran
4 e
s Otam Bolgesi

EHE3

Sekil 2.6. TNFRSF1A geni ile TNFRSF1A proteininin sematik sekli. Sekilde numara ile gosterilmis
kutular TNFRSF1A geninin 10 eksonunu gostermektedir (30).

2.2.8.4. TRAPS’de Reseptor Ayrilma (Shedding) Mekanizmasi

Trimerik TNFa’nin reseptdre sisteince zengin 2. veya 3. bolgesinden
baglanmasini takiben, TNF’in hiicre yilizeyinden ayrilmasindan da sorumlu olan bir
metaloproteaz—disintegrin olan ADAMI17 (TACE), transmembran TNFRSFIA
reseptOriinii, hiicre membranma en yakin oldugu ekstraseliiler bolgesinden ayirir.
“Receptor clearance” olarak da isimlendirilen ayrilma mekanizmasi ile TNFo’nin
hiicre ylizeyinde indiikledigi sinyallesme durdurulur ve ¢oziiniir reseptoér dolasimdaki
TNFo’ya baglanabilir. Boylece yangi reaksiyonu kisitlanir (19, 60, 61).

2.2.8.5. TNFa ve TNFRSF1A Sinyal Yolu

Sekil 2.7’de TNFo’ninTNFRSF1A’ya baglanmasiyla aktif hale gelen ana sinyal
yollar1  gosterilmektedir. TNFo homotrimerlerinin, trimerik TNFRSF1A’nin
ekstraseliiler bolgesindeki 2 veya 3 numarali sisteince zengin bdlgesine baglanmasi,
bircok hiicre i¢i sinyal basamagini baslatir. Dinlenme halindeki hiicrede, bir inhibit6r
protein olan, 6liim bolgesi susturucusu (silencer of death domain—SODD) 6lim
bolgesine bagli bulunarak, apopitozun baslamasina engel olur. Reseptére TNFao '’ nin
baglanmasiyla SODD oliim bolgesinden salinir ve SODD’nin salinmast TNF
reseptori ile iligkili 6liim bolgesi olan TRADD’in (TNF—Receptor Associated Death
Domain), TNFRSFIA’nin &liim bolgesine baglanmasint saglar. TRAF2 (TNF
Receptor Associated Factor), RIP (Receptor Interacting Protein) ve FADD (Fas—
Associated Death Domain) gibi ilave molekiillerin TNFRSF1A’ya baglanmasinin,
TRADD araciliiyla oldugu diisiiniilmektedir (19).

17



TRAF2, MAPK (mitojen harekete gecirici protein kinaz) kinaz (MEK) kinazlar
(MEKK) dahil bir¢ok alt yol sinyal molekiilii ile etkilesime girer. TRAF2, cIAP—1 ve
cIAP-2’ye (Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1 ve 2) baglanarak hiicre 6liim
proteazlari olan kaspaz—3 ve kaspaz—7’i inhibe eder. Bu sayede apopitoz engellenmis
olur. TRAF2 bundan bagka, inhibitor kappa B (IkB) kinaz (IKK) kompleksi ile bu
kompleksin katalitik alt birimleri olan IKKa ve IKKp ile etkilesime girer. IKK
molekiiliinlin TRAF2’ye eklenmesi ile RIP, IKK’nin bir diger katalitik altbirimine
[IKKy / NEMO (NF—«p Essential Modulator)] baglanir ve boylece MEKK3 ya da
transforme edici biiyiime faktorii—p—aktif kinaz [transforming growth factor—3(TGF-
B)—activated kinase-TAKI1] ile etkilesim sonucu IKK aktive olur. Aktive IKK
kompleksinin, IKK[ alt birimi, kappa B inhibitorii IkB’yi 32 ve 36. pozisyonlardaki
serin (ser—32 ve ser—36) rezidularindan fosforile eder. Bu olay IkB’nin yikimi ve
transkripsiyon faktoriit NF—xB’nin salinimiyla sonuglanir. Salinan NF—«B ¢ekirdege
tagiir. NF—B, TNFa gibi proenflamatuvar sitokinlerin, cIAPs ve TRAF2 gibi anti—
apoptotik aract molekiillerin ve hiicre adezyonu ve 16kosit aktivasyonu ile gociinde
gorev alan proteinlerin ekspresyonlarini tetikler (19).

TNFo aracili NF—«B aktivasyonu, TRAF2 aile iiyesi ile iliskili NF—+«B
aktivatoriiniin (TANK, TRAF2 family member associated NF—«B activator), IKK
kompleksinin katalitik alt birimi olan NEMO’ya ¢inko—parmak motifi ile
baglanmasin1 ve ayni zamanda histon H3 proteininin IKKa tarafindan cekirdekte
fosforilasyonunu da gerektirir. TNFo’nin indiikledigi ve TNFRSF1A aracili NF—«B
aktivasyonu, konvansiyonel ve standart yolak olarak kabul edilir. Ancak NF—«B
aktivasyonunun IKKf veya NEMO’ya bagli olmayan yolagi da bulunmaktadir (19.)

RIP’1In TRAF2’ye baglanmasi ve MEKK’lerin RIP’a eklenmesi, p38 mitojenle
aktive protein kinaz (p38—MAPK) yolunu aktif hale getirir. P38 bir MAPK ailesi
tiyesi olup; IxB, aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF2), Eph benzeri kinaz (Elk)1
ve C/EBP-homolog protein (CHOP) gibi bir¢ok transkripsiyon faktoriinii aktive
eder. Bu transkripsiyon faktorleri de aktive edici protein—1 (AP-1) veya NF—«B
yolaklar1 araciligi ile proenflamatuar sitokin ekspresyonunu indiikler (19).
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Sekil 2.7. TNFo’ninTNFRSF1A’ya baglanmasiyla aktif hale gelen ana sinyal yollar1 (19).

19



2.2.8.6. TNFRSF1A’nin TRAPS’deki Rolii
TRAPS’in altinda yatan ana mekanizmalar1 soyledir;

e Aktif TNFRSFIA’nin hiicre dist bolgesinin hiicre ylizeyinden ayrilmasinda
azalma (azalmig “ayrilma—shedding” mekanizmast)

e TNFRSFIA’nin hiicre ylizey ekspresyonunda azalma

e Bu azalmaya bagl olarak, TNFa baglama kapasitesinde azalma

e Mutant TNFRSF1A’nin hiicre i¢i tutulumu.

Bu nedenlerle, apopitoz, yangi ve transkripsiyon faktoér aktivasyonunun anormal
tetiklenmesinin gerceklestigi disiiniilmektedir (19).

TNFRSF1A’nin  TRAPS’deki roliinii tanimlayan ilk yayinda, dominant
periyodik ates tanisi almis, iclerinde Mulley’in ve Mcdermott’un dominant periyodik
ates sendromunun olas1 kromozomal bdlgesinin tanimlanmasini calistiklar1 2 ailenin
de bulundugu, Finlandiya kokenli bir aile, Ingiltere/Almanya/irlanda kékenli 3 aile,
Fransiz/Kanada kokenli bir aile ve Irlanda kdkenli bir ailede mutasyon analizi
yapilmigtir. DNA dizi analizi sonucu sisteince zengin ilk bdlgede irlandali ailede
C30R ve T50M, irlanda/iskogya kokenli ailede C33Y, Ingiltere/Almanya/Irlanda
kokenli bir ailede C52F, Fransiz/Kanada kokenli ailede T50M mutasyonlari
saptanmigtir. Reseptdriin 2. CRD bolgesinde de Iskogyali ailede C88R ve
Finlandiyali ailede C88Y mutasyonu saptanmis olup degisimlerden higbirinin
saglikli kontrol bireylerde bulunmadigini belirtmislerdir. C33Y mutasyonu tastyan 8,
C88Y tasiyan 5, TSOM mutasyonu tasiyan 11 ve C52F mutasyonu tagiyan 2 olgunun
serum ¢Oziiniir reseptdr seviyeleri incelendiginde mutasyon tasiyan bireylerde ataklar
sirasinda serum ¢Oziiniir reseptor seviyesinde bir artis gozlenmistir. Ancak saglikli
kontroller ile karsilagtirildiginda serum ¢oziiniir reseptor seviyesi mutasyon tasiyan
olgularda anlamli 6l¢lide daha az bulunmustur. Bu sonu¢ da mutasyonlarin bir
etkisinin, reseptdr ayrilma mekanizmasini bozarak, dolagimdaki TNF molekiillerini
susturacak olan ¢oziiniir reseptor seviyesindeki azalma oldugunu kanitlamaktadir.
Ayni caligmada, TNFRSF1A C52F mutasyonunun, membrana bagli reseptoriin
fonksiyonu iizerine olan etkisini aragtirmiglardir. C52F mutasyonu tasiyan olgularin
ve saglikli kontrol bireylerin monosit ve polimorfoniikleer 16kositleri, metalloproteaz
aracili reseptor ayrilmasini indiikleyen faktor [PMA (4b—phorbol 12—-myristate 13—
acetate)] 1ile indiiklenmistir. Saglikli kontrol gruplar ile karsilastirildiginda,
mutasyon tasiyan olgularin hiicrelerinde reseptdr ayrilma mekanizmasinda anlaml
Olciide azalma saptanmistir (5).
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2.2.8.7. TNFRSF1A Mutasyonlari

TNFRSF1A geninde simdiye kadar rapor edilmis olan toplam 98 varyasyonun
92’si baz degisimi, 5’1 delesyon 1°i duplikasyondur (Sekil 2.8). Baz degisimi
seklinde gozlenen varyasyonlarin 62’si, delesyonlarin ise 3’ii TRAPS fenotipi ile
iliskilendirilmistir. ~ TNFRSF1A  genindeki varyasyonlarin  gen {izerindeki
konumlarina gore dagilimi “Sekil 2.9” lizerinde gosterilmistir (6).

B Fenotip e thigkist
O Fenotip de thskst
B Fenotp de thigkuss

Sekil 2.8. TNFRSF1A genindeki varyasyonlarin varyasyon tipine gore dagilimi (6).
(TNFRSF1A geninde Cosan ve arkadaslarinin saptadiklar C29R varyasyonu
INFEVERS veritabanina eklenmedigi i¢in tabloda 97 varyasyon gozlenmektedir.)
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UTR i
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Sekil 2.9. TNFRSF1A genindeki degisimlerin gen iizerindeki bolgelere gore dagilimi ve fenotip ile
iliskisi (6).

TRAPS ile iligskili TNFRSFIA geni mutasyonlari, reseptoriin ¢ogunlukla hiicre
dist bolgesinde konumlanmistir (6). TRAPS ile iliskili sistein mutasyonlarinin,
yiiksek penetrans ve hastaligin agir seyri ile iliskilendirildigi rapor edilmistir (60).
Reseptor proteininin 92. pozisyonundaki arjinin aminoaitinin glutamin aminoasitine
doniismesine neden olan R92Q varyasyonu, simdiye kadar tanimlanmis olan TRAPS
mutasyonlar1 arasinda en sik gozlenen varyasyondur. Hull ve arkadaslar1 tarafindan
2002 yilinda yapilan c¢alisma ile R92Q mutasyonunun, o tarihe kadar tanimlanmis
olan toplam 20 TNFRSFIA mutasyonu arasindaki ferkansi %28.9 olarak
belirlenmistir. Ayrica R92Q ve P46L mutasyonlarinin asemptomatik populasyondaki
goriilme sikligt  %1’in  {izerinde bulunmustur. Hull ve arkadaslari R92Q
varyasyonunu, rastgele segilen 132 Irlandali saglikli kontrol bireyinde yaptiklari
analiz sonucu 2 olguda (%]1.5) ve rastgele segilen 634 Beyaz Irk kokenli bireyde
yaptiklar1 analiz sonucu 6 olguda (%0.95) belirlemislerdir (20).
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TNFRSF1A geni lizerinde simdiye kadar rapor edilen degisimlerden sadece 8
tanesi  (c.558G>A, ¢.586-612del27, c¢.596T>A, c.605T>A, c.625+10A>G,
c.678C>G, c.740-9T>C, c.1080C>G) reseptoriin sisteince zengin domainleri disinda
kalan bolgelerini kodlayan DNA bélgesi iizerinde bulunmaktadir (6). Ilgili
degisimlerin bulunduklar1 eksonlar, baz degisimleri, protein varyantlar1 ve fenotip ile
olan iligkileri Cizelge 2.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.4. Sisteince zengin bolgeler disinda rapor edilen TNFRSF1A degisimleri (6).

Degisimin;

o o ) TRAPS_ ) Kaynakga
Bilinen Adi Konumu Dizi Varyanti Protein Varyanti Fenotipi ile

iliskisi

K157K Ekson6 | ¢.558 G>A p.Lys186Lys Bilinmiyor | D’0sualdo 2006
L167-G175del Ekson6 Z.eslg(;elz p.Leul96-Gly204del | Bilinmiyor | D °sualdo 2006
I170N Ekson6 c.596 T>A p.lle199Asn Bilinmiyor | Krigel 2003
V173D Ekson6 ¢.605 T>A p.Val202Asp Var Stajanov 2008
¢.625+10A/G intron 6 c.625+10 ASG | — Yok Bazzoni 2003
S197S Ekson7 | c.678 C>G p.Ser226Ser Yok Lohse 2004
218-9T>C intron7 | ¢.740.9T>C | - Bilinmiyor 2”‘3‘53‘“’““16“‘:11
Y331X Ekson 10 | c.1080 C>G | p.Tyr360X Var 2K(;1(;gk‘?“1€r

TNFRSF1A genindeki varyasyonlardan 7’si Tiirk olgularda rapor edilmistir
(Sekil 2.10) ve bu degisimlerden TNFRSF1A geninin 3 numarali eksonunda tespit
edilen ¢c.267C>A ve 10 numarali eksonunda tespit edilen ¢.1080 C>G varyantlari
TRAPS fenotipi ile iligkilendirilmistir (Cizelge 2.5) (6).

Cizelge 2.5. TNFRSF1A geninde Tiirk olgularda rapor edilen degisimler (6,12).

Degisimin;
Dizi Protein TRAPS
. Varyantinin Varyanti Fenotipi ile | Kaynakg¢a
Bilinen Adi Konumu DNA’daki iliskisi
konumu
c.194-15C>T Intron 2 c.194-15C>T — Bilinmiyor | Lohse 2004
F60L(267A>G) | Ekson 3 c.267C>A pPhes9Leu | V& ZDSg‘g' ve ark.
N116S Ekson 4 c.434A>G p-Asnl45Ser Bilinmiyor | Gjin 2008
c.472+6C>T Intron 4 c.472+6C>T — Yok Lohse 2006
¢.552-89A>T Intron 5 ¢.552-89A>T - Yok Lohse 2005
Var Kiitiikgtiler
Y331X Ekson 10 ¢.1080C>G p-Tyr360X ve ark. 2009
Var Cosan ve
C29R Ekson 2 ark. 2010




Fenotip ile iliglasa
Fenotip ile ilhiskisi
Fenotip ile iligkas:

MAauritius Adas:
~ Hollanda
Porto Rilko
_ Slovalkya
Ispanya

Sekil 2.10. TNFRSF1A genindeki varyasyonlarin iilkelere gore dagilimi ve fenotip ile iliskisi (6).

Din¢ ve arkadaglarinin rapor ettigi 26 yasindaki erkek hastanin, 6 yasindan
itibaren 39°C’yi gegen ates ile beraber deri dokiintiisii, kusma, karin agrisi, boyun
bolgesindeki lenf bezlerinde biiyiime, bilek ve dirsek eklemlerinde agri1 seklinde
gozlenen ataklar gegirdigi tanimlanmistir. Ataklarin yilda bir veya iki kez
tekrarladig1 ve 2-3 hafta siireyle devam ettigi bildirilmistir. Olgu 14-21 yaslan
arasinda ataksiz bir donem gegirmis, sonrasinda ataklar tekrar baslamistir. Olgunun
aile hikayesinde 63 yasindaki babanin ¢ocuklugunda benzer sikayetleri oldugu, bu
sikayetlerin 30’lu yaslarda sonlandig1 ve 3 senedir bobrek yetmezligi igin diyaliz
islemi gordiigii belirtilmistir. Olgunun bobrek biyopsi materyali anti—amiloid A
antikoru ile boyanmak suretiyle bobreklerde amiloid A proteini birikimi
gosterilmistir. Olgu, en sik gozlenen MEFV geni mutasyonlart (M680I, M694V,
M6941, V726A, E148Q) bakimindan normal genotipte bulunduktan sonra
TNFRSF1A geninin tiimii i¢in DNA dizi analizi gergeklestirilmistir. TNFRSF1A
geninin 3 numarali eksonunda 276. pozisyondaki adenin bazinin guanin bazina
tansisyonu tespit edilmistir. Protein diizeyinde bakildiginda bu transisyonun 60.
pozisyondaki fenilalanin aminoasitinin 16sin aminoasitine doniisiimiine neden oldugu
gbzlenmektedir (10).

Din¢ ve arkadaslarinin 2003 yilinda yayimnladiklar1 Tirk TRAPS olgusundan
sonra, 2009 yilinda Kiitiikgiiler ve arkadaslar1 Tiirk kokenli, akrabalik iligkisi
bulunmayan iki TRAPS olgusu daha tanimlamislardir. ilk olgu, akraba evliligi
yapmis saglikli bir anne ve babanin 3 yasindaki oglu olup, karin ve eklem agrisi
olmaksizin gozlenen tekrarlayan ates ve tonsilit (bademcik iltihabi) sikayetleri ile
hastaneye basvurulmustur. Ataklarin 1 yasinda bagladigr ve 3—4 haftada bir tekrar
ettigi bildirilmistir. Olguda ataklar sirasinda yiiksek eritrosit sedimentasyon hizi ve C
reaktif protein seviyesi ile normal IgD seviyesi tespit edilmistir. Olguda, 2 yasinda
iken MEFV geni icin yapilan DNA dizi analizi sonucu heterozigot E148Q
mutasyonu saptanmig ve kolgisin tedavisi uygulanmaya baslanmis ancak tedaviye
yanit almamamistir. Daha sonra, olguya TNFRSFIA, MVK ve CIAS1 genleri
acisindan DNA dizi analizi yapilmistir. Bir numarali olguda, TNFRSFIA geninin 10
numarali eksonunda 1080. pozisyonundaki guanin bazinin sitozin bazimna
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transversiyonu sonucu protein diizeyinde p.Y360X anlamsiz mutasyonu ile 455
aminoasitten olusan TNFRSF1A’dan 95 aminoasit eksik giidiik protein olusturdugu
belirlenmistir. Olgunun ebeveynlerine ve kardesine yapilan DNA dizi analizi sonucu
ayni mutasyon olgunun babasinda da tespit edilmistir. Kiitiik¢iiler ve arkadaslarinin
yayinladigi ikinci olgu, aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli bir anne ve babanin
42 aylik erkek bebegi olup 1 yasindan itibaren ayda bir gozlenen tekrarlayan ates ve
tonsilit sikdyeti ile hastaneye bagvurulmustur. Klinik bulgular1 arasinda, bag agrisi,
halsizlik, sol submandibular lenfadenomegali, 2—3 derece hipertrofik tonsil ve
farenjial hiperanemi bulunmaktadir. Eritrosit sedimentasyon hizi 20mm/saat olarak
bulunurken, ataklar sirasinda, C reaktif proteinde artis gdzlenmistir. Serum IgD
seviyesi normal tespit edilmistir. Olguda TNFRSF1A geni i¢in DNA dizi analizi
yapilmistir. 1ki numarali olguda da bir numarali olguda gdzlenen c.1080C>G
transversiyonunu takiben olusan p.Y360X anlamsiz mutasyonu tanimlanmistir.
Olgunun ebeveynleri ve kardeslerine DNA dizi analizi yapildiginda ayn1 mutasyonun
babada da oldugu gosterilmistir. Her iki olguya ve aile liyelerine MVK, MEFV ve
CIASI genleri i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu, MVK ve MEFV genlerinde
degisim saptanmazken, CIAS1 geninde her iki olgu ve aile iiyelerinde, c.732G>A
(p.A242A) ve c.786A>G (p.R260R) degisimleri tespit edilmistir. Bu 2 varyant ile
ilgili literatiir bilgisi mevcut olmamakla birlikte hastalik fenotipi ile iligkili
olmadiklart tanimlanmistir. Bir numarali olgunun MEFV geninde E148Q mutasyonu
tagidig1 ancak kolgisine yanit alinamadigi icin her iki olguda da mevcut fenotipin
TNFRSF1IA mutasyonlarindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Kiitiikgiiler ve
arkadaglarinin yayinladiklart TRAPS mutasyonu, TNFRSF1A geninde, reseptoriin
hiicre dis1 bolgesi disinda tanimlanan ilk TRAPS mutasyonu olma niteligini
tagimaktadir (11).

Bilinen en yeni Tirk TRAPS olgular1 2010 yilinda Cosan ve arkadaslar
tarafindan yaymlanmistir. Cocuklugundan itibaren tekrarlayan ates ataklari, {irtiker
benzeri deri dokiintiisii, konjuktivit, eklem, kas, karin ve bas agris1 bulgular1 olan 47
yasindaki kadin hastada, TNFRSF1A geni i¢in yapilan DNA dizi analiz sonucu
literatiirde heniiz yayinlanmamis C29R mutasyonu saptanmistir. Olgunun benzer
klinik bulgulari olan 2 oglunda da ayn1 mutasyon saptanmistir (12).

2.2.8.8. TRAPS’in Tedavisi

Otoenflamatuar sendromlarin tedavisi, Ooncelikle akut ataklarin baskilanmasini,
sonra da atak sikligin1 ve siiresini azaltmayi, ayrica amiloidoz gibi ciddi kalic1 organ
tutulumlarint 6nlemeyi amaclamaktadir. TRAPS’de akut atak sirasindaki agri ve
yanginin kontrol altina alinmasinda glukokortikosteroidler oldukg¢a etkilidir.
Etiyopatogenezinden yola ¢ikilarak TNF—o inhibitorlerinden etanersept diger bir
tedavi segenegi olarak giindeme gelmistir. Etanerseptin atak sayisini, siddetini ve
stiresini  azalttigl, tedavisi kesilen olgularda yangi ataklarmin siddetlendigi
bildirilmistir. Etanerseptin, kullanilan glukokortikosteroid dozunu ve sikligim
azalttig1 da bildirilmistir. Diger bir tedavi alternatifi, yine yangisal bir sitokin olan
IL—-1B’y1 bloke etmek icin kullanilan IL—-1 reseptdr antagonisti olan anakinradir.
AAA’da kullanilan temel tedavi olan kolg¢isinin, TRAPS’de semptomlar {izerindeki
etkisinin minimum diizeyde oldugu bildirilmistir (62).
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MATERYAL ve YONTEMLER

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Pediatrik Allerji ve immunoloji Béliimii ile Uludag Universitesi T1p
Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali’nin Immunoloji Bilim
Dalr’'na basvuran 29 pediatrik hasta ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na bagvuran bir erigkin hasta dahil edilmistir.

3.1. Periyodik Ates Sendromu Siiphesi Tasiyan Olgularin Calismaya Dahil

Edilme Kriterleri

Calismaya dahil edilecek olan hastalar1 belirlemek icin Gattorno ve
arkadaglarinin, kalitsal otoenflamatuar sendromlar ile iliskili genlerin birinde
mutasyon tagima riskinin 6nceden tahminini saglayan klinik parametreleri belirlemek
amactyla yapmis olduklar1 ¢alismadan yararlanilmigtir. Kullanilan tanisal skor
hesaplama denklemi sekil 3.1°de, belirlenen her hasta i¢in doldurulan hasta bilgi
formu Ek-1’de verilmistir. Denkleme gore hesaplanan tanisal skor degerinin
1,32’nin iizerinde olmasi, olgu periyodik ates sendromlarinin biri agisindan pozitif
genetik test sonucuna sahip olma riski tagiyor anlamina gelmektedir (63).

Olgunun tanisal skor degeri 1,32°den kiigiikk ise, 6-12 ay siire ile ates
semptomlarinin devam edip etmedigi takip edilir. Tanisal skor degerinin 1,32’den
biiylik olmasi durumunda, uygulanacak olan genetik testin se¢iminde izlenmesi
onerilen algoritma “Sekil 3.2”de sunulmustur (63).

TANISAL SKOR HESAPLAMNASI

"NOBET BASLANGIC YASI [ AY olarak : T —0.067
ABDOMINAL AGRI HICBIR ZANAN =0
ARA SIRANADIR =2 1.494
| 1oy HER ZAMAN = 3
AFTOZ HICBIR ZANIAN = 0
ARA SIRANADIR =1 —1.504
HER ZAMAN =2
TORASIK AGRI YOK=0 1.958
VAR =1
"DIYARE HICBIR ZANAN =0
NADIR =1 0.901
ARA SIRA =2
HER ZAMAN =3
AILE HIKAYESI YOK ~ 0 1.503
VAR = 1
TANISALSKOR =[— (0.067 xyvas(ay))+(1.494 x abdominal adn)—(1.504 x
aftéz) = (1.958 x torasikagr )=~ ( 0.901 x diyare )= ( 1.503 x aile hikayesi) ]

Sekil 3.1. Tanisal skor denklemi (63).
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PERIYODIK ATESLI HASTA

TANISAL SKOR
YUKSEK RISK ( 21.32)¢ — DUSUK RISK (<1.32)
v v T,
GENETIK TEST TAKIP IYILESME
Etnik Koken ve Pozitif FMF Kriteri (6-12 AY) ¥
(=) (—) YENI SEMPTOM TAKIP
Ndbetlerin stiresi (6-12AY)

v v v GENETIK TEST
<2gin 3-6giin 27gin

v

MEFV  Istifra INFRSF1A

A v -

\ (=) (=)

\

Sekil 3.2. Tanisal skor degerine gore hastaligin tanisinin konulmasinda izlenecek algoritma (63).

3.2. Calismaya Dahil Edilen Olgularin Periferal Kan Orneklerinin Alim

Calismaya dahil edilen 30 hastanin 23’iinii projemizin baglangicindan Once
Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) icin mutasyon analizi yapilan hastalar olusturmaktadir.
Bu 23 hastanin 7’sinin DNA materyali Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali;; 16’sintn DNA materyali ise Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Immiinoloji Bilim Dal1’ndan,
hastalardan imzali bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra temin edilmistir.
Calismamiza dahil ettifimiz 6 hasta, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk
Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Pediatrik Allerji ve Immiinoloji Béliimii’ne, 1
hasta ise Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na
projemizin baslangicindan sonra basvurdugu igin, periferal kanlart K;EDTA’l
tiiplere alinip DNA eldesi yapilana kadar +4°C’de saklanmustir.
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3.3. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’larinin eldesinde, Miller ve arkadagslari tarafindan
gelistirilen standart DNA eldesi yontemi (64) modifiye edilerek uygulandi. DNA
eldesi icin kullanilan ¢ozeltiler ve yontem basamaklari asagidaki gibi uygulandi.

3.3.1 Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Tamponu

NH.Cl, (Sigma) 4.14 gr
KHCO; (Sigma) 0.5 gr
0,5M EDTA (Sigma) 2 ml

Yukarida belirtilen miktarlarda hazirlanan karisima toplam hacim 500 ml olacak
sekilde distile su (dH,0O) eklenerek hazirlanan lizis tamponu otoklavda sterilize edildi
ve +4°C’de saklandi.

WBL (White Blood Lysis) Tamponu
4M NaCl (Sigma) 2.5 ml
0,5M EDTA (Sigma) 5ml

Yukarida belirtilen miktarlarda hazirlanan karisima toplam hacim 100 ml olacak
sekilde dH,O eklenerek hazirlanan WBL tamponu otoklavda sterilize edildi ve oda
1s1sinda saklandi.

0,5 M EDTA
EDTA (Sigma) 18.612 gr
NaOH tableti (Sigma) 10—15 adet

Yukarida belirtilen miktarlarda hazirlanan karisima toplam hacim 100 ml olacak
sekilde dH,O eklenerek hazirlanan ¢ozeltinin pH’st 8 olacak sekilde ayarlandi,
otoklavda sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

9.5 M Amonyum Asetat
Amonyum Asetat (Merck) 36.613 gr

Yukarida belirtilen miktarda amonyum asetat 50 ml dH,O’da ¢6ziildi.
Otoklavda sterilize edildi ve oda 1si1sinda saklandi.
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%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi
SDS (Merck) 1 gr

Yukarida belirtilen miktarda SDS 10ml distile suda ¢oziildiikten sonra
filtreden(Orange Scientific) gegirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

Proteinaz K (20mg/ml)
Proteinaz K (AppliChem Proteinase K) 100 mg

Yukarida belirtilen miktarda proteinaz K 5 ml steril dH,O’da ¢6ziildii, —20°C’de
saklandi.

4M Na(Cl
NaCL (Sigma) 234 gr

Yukarida belirtilen miktarda NaCl 100 ml steril dH,O’da ¢oziildiikten sonra
otoklavda sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

%70’lik Alkol (C;HsOH)
Etil Alkol (Reidel) 70 ml
dH,O 30 ml

70 ml Etil alkol, 30 ml dH,O ile karistirild1 ve +4°C’de saklandi.

3.3.2 DNA izolasyonu Basamaklari

K:EDTA’ steril tiiplere alinan 10 ml kan 6rnegi alt iist edilerek homojenize
edildikten sonra 50 ml’lik steril falkon tiiplere aktarildi. Uzerine 30 ml. lizis tamponu
ilave edilip vorteks ile karistirildi. Lizis tamponunun aktivitesini arttirmak amac ile
15 dakika buzda bekletilen falkon tiipler bu siire sonunda +4°C sicaklikta, dakikada
2000 devir (rpm-revolution per minute) olacak sekilde 10 dakika santrifiij (Beckman
Coulture—Allegra X—15) edildi. Santrifiij islemi sonras1 elde edilen dokelti atilip
cokelti elle vurularak homojenize edildi. Bu islemin ardindan tiipe 20 ml. lizis
tamponu eklendi. Vorteks ile karistirilan falkon tiip tekrar +4°C sicaklikta, dakikada
2000 devir olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi elde
edilen dokelti atilip ¢okelti elle vurularak homojenize edildi. Bu islemin ardindan
cokelti tlizerine 9,4 ml WBL tamponu, 50ul Proteinaz K (20mg/ml) ve 500pul
%10’luk SDS c¢ozeltileri eklendi. Tiip, alt st edilerek yavasca karigtirilip, agzi
parafilm ile kapatildiktan sonra 37°C de bir gece inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon asamasinin ardindan 30 dakika oda 1sisinda bekletilen falkon tiipe
3,7 ml 0.5M amonyum asetat eklendi. Beyazimsi bir renk olusuncaya kadar elle
vurularak iyice karigtirilmasi saglandi. Oda 1sisinda, dakikada 5000 devir olacak
sekilde 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonucu elde edilen dokelti steril bir
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falkon tiipe aktarildi. Dokeltinin 2 kati miktarindaki %96’lik soguk etil alkol,
falkondaki dokelti tizerine yavasga eklendi. Tiip yavasca alt {ist edilerek DNA’nin
yogunlagsmast saglandi. Mikropipet yardimi ile alinan DNA, icerisinde 500l
%70’lik etil alkol bulunan ependorf tiipe aktarildi. Tiip, oda 1sisinda dakikada 14000
devir olacak sekilde 10 dakika santrifiij edilerek DNA’nin yikanmasi saglandi.
Santrifiij islemi sonras1 dokelti atildi, c¢okelti 37°C’lik etiivde agzi acik olarak
kurutuldu. Bu islemin ardindan tiipe 500ul steril distile su eklenerek DNA’nin
¢coziinmesi saglandi. Elde edilen genomik DNA 6rnekleri uzun siireli olarak —20°C,
kisa siireli olarak ise +4°C’de saklandu.

3.4. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Olgiimii

Izole edilen DNA orneklerinin miktar ve saflik dereceleri spektrofotometre
(Nanodrop 1000) ile belirlendi. Olgiim igin 1.5 pupl. Genomik DNA
spektrofotometreye yiiklendi. Orneklerin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda elde
edilen Ol¢limlerinin orant ile DNA’nin safligit ve DNA’nin miktari ng/pul cinsinden
belirlendi. Belirlenen degerlere gére DNA oOrnekleri 10ng/pl olacak sekilde
sulandirilda.

3.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
PCR reaksiyonu, “Bio—Rad MyCycler™ Thermal Cycler” cihazinda
gerceklestirildi. Islem basamaklari asagida belirtilen sekilde uyguland.

3.5.1. PCR Reaksiyonlarinda TNFRSF1A Geninin Tiim Eksonlarimm Amplifiye
Etmek Icin Kullanilan Primerler

TNFRSF1A geninin tiim eksonlarini amplifiye etmek i¢in kullanilacak primer
dizileri belirlenirken, ekson bdlgelerinin genom iizerindeki yakin konumlart g6z
oniinde bulundurularak 2 ile 3, 4 ile 5, 6 ile 7 ve 8 ile 9 numarali1 eksonlar biitiin
olarak amplifiye edildi. TNFRSF1A geninin 10 eksonu NCBI Sequence Viewer
programi ile sekil 3.3’de gosterilmektedir. TNFRSFIA geni icin reaksiyonlarda
kullanilan primerler ve bu primerle ile ¢ogaltilan amplikon biiyiikliikleri ¢izelge
3.1°de verilmistir. Sekil 3.3’de TNFRSFIA geninin 10 eksonunun NCBI Sequence
Viewer programindaki goriiniimii gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1. TNFRSF1A geninin PCR ile ¢ogaltilacak olan eksonlari, ilgili primerleri ve amplikon

biyiikliikleri
PCR PCR
Amplikonunun Primer Ad1 Primer Dizisi (5'—=3' yoniinde) Amplikonunun
Kapsadig1 Biiyiikligi
Ekson/Eksonlar (baz cifti-—bg)
fleri primer ACTTGGGACGTCCTGGACAGACC
1 Numarali
193
Ekson .
Geri primer GGAAGGTGCCTCGCCCACCAG
fleri primer CCTCTCTTGATGGTGTCTCC
2 ve 3 Numarali
575
Eksonlar Geri primer | CTGACTCTCCTGCCTGTGC
fleri primer GGTATGTCAGGAAGGGGATG
4 ve 5 Numarali
547
Eksonlar Geri primer | CAGTGCCCAGCAGCTCTC
ileri primer TGGTAGGGCCTCTGTTC
6 ve 7 Numarali
428
Eksonlar Geri primer | CCACCCATGTCCTCCCTCAC
Ileri primer ATGTCACCACAAGTCCCCACTGCC
8 ve 9 Numarali
698
Eksonlar Geri primer | GCCTCTCGTGGTCCCCTCTGGGAG
Ileri primer CGGCTGGAGACGAGGAGGCT
10 Numarali 669

Ekson

Geri primer

CTCTTGAGCCCACGGCGCAC
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Sekil 3.3. TNFRSF1A geninin 10 eksonunun NCBI Sequence Viewer programinda goriiniimii (65).
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3.5.2. PCR Reaksiyonunun icerigi

Cizelge 3.1°de belirtilen primerler kullanilarak 1, 2-3, 4-5, 6-7 ve 10 numarali
eksonlar1 ¢ogaltmak i¢in kurulan PCR reaksiyonunun igerigi ¢izelge 3.2, 8-9
numarali eksonlar1 ¢ogaltmak i¢in kurulan PCR reaksiyonunun igerigi ¢izelge 3.3’de
verilmistir.

Cizelge 3.2. 1, 2-3, 4-5, 67 ve 10 numaral1 eksonlarin PCR reaksiyon icerigi

Igerik ul
dH,O 14.5
10X Tampon 1,5
MgCl, (25 mM) 2.5
dNTP Karisimi (10 mM) 1.5
Ileri Primer (10 mM) 1
Geri Primer (10 mM) 1
Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.3
DNA (10 ng/ul) 3

Cizelge 3.3. 8-9 numaral1 eksonlarin PCR reaksiyon igerigi

Igerik ul
dH,O 5
10X Tampon 2.5
MgCl, (25mM) 7
dNTP Karisimi (10mM) 1.5
Ileri Primer (10 mM) 1
Geri Primer (10 mM) 1
Betain 4
Taq Polimeraz (Su/pl) 0.3
DNA (10ng/ul) 3

3.5.3. PCR Programi
PCR cihazi, TNFRSF1A geninin 1, 2-3, 4-5 ve 67 numarali eksonlarinin

amplifikasyonu i¢in 94°C’de 5 dakika baglangi¢ denatiirasyonun ardindan her bir
dongiide denatiirasyon icin 94°C’de 5 saniye, birlesme i¢in 60°C’de 5 saniye, uzama
icin 72°C’de 5 saniye olacak sekilde 35 dongii halinde programlandi. Son uzama ise
72°C de 5 dakika olarak ayarlandi.

TNFRSFIA geninin 8-9 ve 10 numarali eksonlarinin amplifikasyonu i¢cin PCR
cthazi, 94°C’de 5 dakika baslangi¢c denatiirasyonun ardindan her bir dongiide
denatiirasyon i¢in 94°C’de 5 saniye, birlesme icin 65°C’de 5 saniye, uzama icin
72°C’de 5 saniye olacak sekilde 35 dongli halinde programlandi. Son uzama ise
72°C de 5 dakika olarak ayarlandi.
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilleme Sistemi
Amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek igin Ornekler
%?2’lik jel elektroforezi ile yiiriitiildii.

3.6.1. Kullanmilan Soliisyonlar

1X TBE Tamponu

Tris—Baz (C4H; 1NO3)  (Sigma) 21.68 gr
Borik Asit (H3BO3) (Merck) 11 gr
EDTA (Sigma) 1.48 gr

Yukarida belirtilen miktarlarda hazirlanan karisima toplam hacim 1000 ml
olacak sekilde dH,O eklenerek hazirlanan 1X TBE tamponu +4°C’de sakland.

3.6.2. %2lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz jeli hazirlamak tizere 2 gr agaroz (Generose), erlenmayerde 100 ml 1X
TBE (Triz—Borat-EDTA) tamponunda ¢6ziildii. 50-55°C’ye gelene kadar sogutuldu.
0.5 pg/ml etidyum bromiir (EtBr— Sigma) ilave edildi. Elektroforez kiivetine tarak
yerlestirildikten sonra sivi haldeki agaroz jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda
1sisinda  polimerlesen jel, taraklar ¢ikarildiktan sonra oOrnegi yliklemek iizere
icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

3.6.3. PCR Uriinlerinin Elektroforez islemi

PCR iiriinleri ile Promega marka 100bp DNA Ladder (Kat.No. #G2101), renkli
yikleme tamponu kullanilarak mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez tankina baglh gii¢ kaynagi 120 volta ayarlanip, 6rnekler jelde 20 dakika
yiiritiildii. Bu islemlerin ardindan jel, ultraviyole (UV) 1s1ma veren transilluminator
(Syngene—Ingenius) yardimiyla incelendi. Transilluminatér cihazina bagli olan
monitorlii sistem kullanilarak fotograflar alindi.

3.7. PCR Reaksiyonun Sonunda Amplikonlarin Temizlenmesi

Istenen amplifikasyonlarin saglandigi PCR fiiriinleri, Roche marka piirifikasyon
kiti (Kat.No. 11 732 676 001) ile temizlendi. Piirifikasyon islemi asagidaki gibi
gerceklestirildi.

PCR iiriinii steril dH,O eklenerek 100ul’ye tamamlandi. Uzerine 500ul
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karigim, piirifikasyon filtresinin
izerine aktarildi. Oda 1s1sinda 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Filtre tiipiiniin
altinda biriken ¢okelti dokiildii.
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Piirifikasyon filtresinin iizerine 500 pl yikama tamponu eklendi. Oda 1sisinda
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtre tiipiiniin altinda biriken ¢okelti atildi.
Ikinci yikama 200 pl yikama tamponu ile yapildi. Oda 1sisinda 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi ve ¢okelti atildi. Piirifikasyon filtresi steril ependorf tiipe
aktarildi. Uzerine 50 ul eliisyon tamponu ilave edildi. Oda sicakliginda 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipilin dibine biriken ¢okeltideki DNA, agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildi.

3.8. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

Dizi analizi reaksiyonlari, c¢izelge 3.3’de belirtilen reaksiyon igerigi
hazirlandiktan sonra “Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700” marka
Thermal Cycler ile asagida belirtilen DNA dizileme programina gore gerceklestirildi.

Cizelge 3.4 DNA Dizileme Reaksiyon Icerigi

Icerik

dH,O

5X Tampon

Big Dye v.3.1
Primer (3,2 uM)
Kalip DNA

1

N === n[E

3.8.1. DNA Dizi Analizi PCR Program
PCR cihazi her dongiide denatiirasyon 96°C’de 10 saniye, birlesme 50 °C’de 5
saniye, uzama 60 °C’de 4 dakika olacak sekilde, 25 dongii olarak programlandi.

3.9. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu Sonunda Amplikonlarin Temizlenmesi

2ul sodyum asetat (3.2 M, Mallinckrodt, pH 4.6) mikropipet ile 1.5 ml’lik steril
ependorf tiipe konuldu. Uzerine 30 ul %96’lik soguk etil alkol (EtOH) ilave edildi.
Bu karisimin iizerine amplifikasyon iirlinii eklendi ve pipetaj yapilarak hafifce
karigmas1 saglandi. Ependorf karanlik bir ortamda buz iizerinde 20 dakika
bekletildikten sonra oda 1sisinda 14000 rpm’de 20 dakika santriflij edildi.
Santrifligasyon sonrasi1 dokelti mikropipetle alinip atildi. Cokeltinin tizerine 250 pl
%70°1ik etil alkol eklendi. Oda 1sisinda 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Dokelti mikropipet ile dikkatle alinip atildi. Tiip karanlik bir ortamda 10—15 dakika
kurumaya birakildi.

3.10. Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi ve Analizi

Liyofilize haldeki &rneklere 20ul formamid eklendi. Igerik, dizi analizi
tiiptine aktarildi. 94°C’de 5 dakika denatiire edildikten sonra 10 dakika buzda
bekletilen 6rnekler ABI 3310 dizileme cihazina yiiklendi. Cihazdan elde edilen ham
veriler ABI Sequence Analysis v3.1 programinda degerlendirildi.
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BULGULAR

Calisma grubu, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Pediatrik Allerji ve Immunoloji Boliimii, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Immunoloji Bilim Dali’na
basvuran 10’u kiz 20’si erkek toplam 30 bireyden olusmaktadir.

4.1. Klinik Bulgular

Calismadaki 30 hastanin Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) agisindan MEVF geninde
yapilan mutasyon taramasina gore analiz sonuglari, tanisal skor degerleri ve ates
ndbetlerinin baglangic yast c¢izelge 4.1’de, ataklarmin siiresi, 1 yil igerisinde
gecirdikleri ortalama atak sayisi, aile hikayesi ve aft bulgular cizelge 4.2°de
verilmigtir.

Cizelge 4.1. Klinik bulgu cizelgesi—1

Hasta No. Ates Nobetl;:{r:;n Baslangic AAA sonucu Tanisal Skor degeri
1. 12 ay Normal/Normal — 0.824
2. 14 yas Normal/Normal -
3. 33 yas *— —
4. 12 ay Normal/Normal 3.529
5. 8 ay E148Q/Normal 2.167
6. 4 yas Normal/Normal 2.884
7. 15 ay Normal/Normal — 1.005
8. 4 ay Normal/Normal 2.71
9. 22 ay Normal/Normal 5.576
10. 6 ay E148Q/Normal — 341
11. 19 ay Normal/Normal — 1.293
12. 4 yas Normal/Normal —3.216
13. 6 ay Normal/Normal 4.291
14. 4 yas Normal/Normal — 0.228
15. 4 yas M694V/Normal 3.521
16. 8 ay Normal/Normal 4.244
17. 11 ay Normal/Normal — 0.737
18. 1 ay Normal/Normal — 1.571
19. 4 yas Normal/Normal — 0.238
20. 3 yas Normal/Normal 2.069
21. 1 yas Normal/Normal — 0.804
22. 2 yag M694V/Normal — 0.124
23. 17 ay Normal/Normal 1.839
24. 15 ay Normal/Normal 5.279
25. 3,5 ay Normal/Normal — 1.74
26. 2 yas Normal/Normal 1.38
27. 4 yas Normal/Normal 0.07
28. 4 ay Normal/Normal 1.215
29. 1 ay Normal/Normal 1,074
30. 5 yas Normal/Normal — 4.02

(*AAA sonucu bulunmamaktadir)
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Cizelge 4.2. Klinik bulgu ¢izelgesi—2

Hasta No. Nobet S“ure51 Nobet Sayist/Yil Aft Aile Hikayesi
(glin) Olusumu

1. 2-5 6-12 + -
2. 2-5 2-6 - -
3. >10 2-6 - -
4. 5-10 6-12 + —
5. 5-10 6-12 — —
6. 2-5 6-12 - -
7. 5-10 >12 - -

8. 2-5 6-12 + -
9. 2-5 6-12 + (+)*
10. 2-5 2-6 + (+)**
11. 2-5 6-12 + -
12. 2-5 >12 - -
13. 2-5 >12 - -
14. 2-5 2-6 + -
15. 2-5 >12 + (4)Hk*
16. 5-10 6-12 + -
17. 2-5 >12 - -
18. 5-10 >12 + -
19. 2-5 6-12 + -
20. 2-5 >12 + ()
21. 2-5 >12 - -
22. 2-5 >12 + —
23. 5-10 >12 + —
24, 2-5 >12 — —
25. 5-10 >12 + -
26. 2-5 6-12 — —
27. 2-5 >12 + —
28. 2-5 6-12 + —
29. 2-5 6-12 + -
30. 2-5 2-6 - -

*Olgunun 2. ve 3. dereceden 2 akrabasi (dayis1 ve dayisinin kizi) AAA tanisi almigtir.
**(Olgunun annesi olgu ile ayn1t AAA mutasyonu tagimaktadir.

***0Olgunun erkek kardesinin (20 nolu olgu) 15-20 giinde bir gbzlenen, 2—5 giin siiren,
38°C’nin lizerinde ates ataklar1 bulgusu mevcuttur.

***+%0lgunun kiz kardesinin (15 nolu olgu), 15 giin—2 ay araliinda bir gozlenen, 2—5 giin
siiren, 38°C’nin lizerinde ates ataklar1 mevcuttur.
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4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuclari

Periyodik ates siiphesi tasiyan olgularin TNFRSF1A genleri PCR yontemi ile
amplifiye edildi. Elde edilen amplifikasyon {iriinleri agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiildii. TNFRSFIA geni i¢in yapilan amplifikasyonlarin agaroz jel elektroforezi
sonucu elde edilen goriintiileri her ekson icin temsili olarak sekil 4.1°de verilmistir.
Olgularin  amplifiye edilen TNFRSF1A eksonlarmin DNA dizi analizi
gerceklestirildi. TNFRSFIA geninin 10 eksonunun materyal ve yoOntemler
boliimiinde verilen primerler ile ¢ogaltilan amplikonlarinin referans DNA dizileri
sekil 4.2—4.13de verilmistir.

M12 34 56 780

A. Ekson 1 (193 bg.)
M 1 2 3 4 567 W8

B. Ekson 2 ve 3 (575 bg.)
M1 234567 8 910()

D. Ekson 6 ve 7 (428 bg)

E. Ekson 8 ve 9 (698 bg) F. Ekson 10 (669 bg)

——————————— 700 h¢
—So0b; 00 P
— 400 ¢

— 300 he
— 200 h¢

— 100 h¢

G.

Sekil 4.1. TNFRSF1A geni PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiileri ile referans
marker goriintiisii. (M: Marker, (-) : Negatif Kontrol, b¢ : baz ¢ifti, 1-10 : Olgu
numaralar1)
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Sekil 4.2. TNFRSF1A geninin 1 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki ok isaretleri 1 numarali eksonun kodlayict bdlgesinin baslangic ve
bitisini gdstermektedir.
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Sekil 4.3. TNFRSF1A geninin 1 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki ok isaretleri 1 numarali eksonun kodlayici bélgesinin baglangi¢ ve
bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.4. TNFRSF1A geninin 2 ve 3 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 2 numarali eksonun, siyah renkli
ok isaretleri 3 numarali eksonun kodlayic1 bdlgesinin baslangi¢ ve bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.5. TNFRSF1A geninin 2 ve 3 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 3 numarali eksonun, siyah renkli
ok isaretleri 2 numarali eksonun kodlayic1 bdlgesinin baslangi¢ ve bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.6. TNFRSF1A geninin 4 ve 5 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 4 numarali eksonun, siyah renkli
ok isaretleri 5 numarali eksonun kodlayic1 bolgesinin baglangic ve bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.7. TNFRSF1A geninin 4 ve 5 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 5 numarali eksonun, siyah renkli ok
isaretleri 4 numarali eksonun kodlayici1 bolgesinin baslangic ve bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.8. TNFRSF1A geninin 6 ve 7 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 6 numarali eksonun, siyah renkli ok
isaretleri 7 numarali eksonun kodlayici bolgesinin baslangic ve bitisini gostermektedir.
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Sekil 4.9. TNFRSF1A geninin 6 ve 7 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 7 numarali eksonun, siyah renkli ok

igaretleri 6 numarali eksonun kodlayici bolgesinin baglangi¢ ve bitisini gdstermektedir
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Sekil 4.10. TNFRSF1A geninin 8 ve 9 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 8 numarali eksonun, siyah renkli
ok isaretleri 9 numarali eksonun kodlayici bolgesinin baslangi¢ ve bitisini gostermektedir
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Sekil 4.11. TNFRSF1A geninin 8 ve 9 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki kirmizi renkli ok isaretleri 9 numarali eksonun, siyah renkli
ok isaretleri 8 numarali eksonun kodlayici bdlgesinin baslangi¢ ve bitigini gostermektedir.
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Sekil 4.12. TNFRSF1A geninin 10 numarali eksonunun ileri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki ok isaretleri 10 numarali eksonun kodlayici bolgesinin baslangig

ve bitigini gdstermektedir.



6v

149 L350 150 AT Lan Eel] on Tin
ﬂ-ﬂ-ff-.-’l'.rt'.rl.‘d-t'.E-f-.;-.l.'ﬁ-l:-'.l'fc‘:?.;.:'-.‘-.-ﬂ-c"f-:l:tﬂ-l;' BERECRCAGCYTEATCTE ::Il:;:.‘-.'l.‘-i‘\-.l:T#l:ﬁcl::t l‘-ﬂ-l:#ﬂ-ﬂ-i‘-.{-ﬁ-ﬂ-t

T 90 20 BT T aEn ] 0 750 s o0 L
EEC L cEETCCCAGTAGRETC D : CETCGC

AA0
FAerCECOGE ACES T'iE‘I:TTiﬂ-kGI:ﬁ-I:':--'-#GGGGG‘:-'-E‘ETTGTE'I;‘-'-EI: I:GGEGT-\I:-kGEGTI:GE'GGFGTE'-'-|'E-'-TTGEGEI.'-G-.-l;‘li-l'-‘f-ﬁ-ﬁ-l:EEI.'-"---G#CT‘:G-I.'-F-E'GGE A LA CC G CE AT OCCECY

AR

Sekil 4.13. TNFRSF1A geninin 10 numarali eksonunun geri primer ile okunan DNA dizisi. Sekildeki ok isaretleri 10 numarali eksonun kodlayici bolgesinin baslangig
ve bitisini gostermektedir.




Calismaya dahil edilen olgularin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
TNFRSF1A geni dizileri, “NCBI Reference Sequence: NG 007506.1” niikleotid
dizisi referans alinarak degerlendirilmistir (65).

Yapilan degerlendirmeye gore; 4 transisyon ve 1 transversiyon niikleotid
degisimi saptanmistir (Cizelge 4.3). Olgulardan 10, 12 ve 27 numarali hastalarda,
TNFRSF1A geninin materyal ve yontemler kisminda verilen primerlerle amplifiye
edilen bolgelerinde niikleotid degisimi saptanmazken; olgularin geri kalaninin
tasidigr varyasyonlar ¢izelge 4.4’de verilmistir. Olgularda saptanan niikleotid
degisimlerinin dizi gorintiileri sekil 4.14—4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Olgularimizda saptanan niikleotid degisimleri

. Saptanan olgu | Niikleotid pozisyonuna Transisyon/
Konum Transisyon N .
sayisi gore allel frekansi Transversiyon
c.36 A/G 12
%40 G .
Ekson | c.36 G/G 6 %60 A Transisyon
c.36 A/A 12
c.473-33 C/C 16
% 28T :
c.473-33 T/C 11 % 72 C Transisyon
c.473-33 T/T 3
c.625+10 A/G 13
% 38 G .
c.625+10 G/G 5 % 62 A Transisyon
intron c.625+10 A/A 12
c.740-9 T/C 14
% 30 C .
¢.740-9 C/C 2 %70 T Transisyon
c.740-9 T/T 14
c.626-32 G/T 1 % 2T T )
ransversiyon
¢.626-32 G/G 29 %98 G d

50



A.c.36 A/A (Normal dizi) B.c.36 A/IG C.c.36 G/G

IS

Sekil 4.14. TNFRSF1A geninin 1 numarali eksonunda saptanan ¢.36 A/G ve ¢.36 G/G varyasyonu. Sekildeki ok isaretleri saptanan varyasyonlar1 gostermektedir.

D. c.473—33 T/T (Normal Dizi) E. c.473-33 T/C F. C.473—33 c/C

Sekil 4.15. TNFRSFIA geninin 4 numarali intronunda saptanan c.473-33 T/C ve c.473-33 C/C varyasyonu. Sekildeki ok isaretleri saptanan varyasyonlari
gostermektedir.




G. C.625+10 A/A (Normal Dizi) H. C.625+10 A/G L. c.625+10 G/G

[4S

Sekil 4.16. TNFRSF1A geninin 6 numarali intronunda saptanan c¢.625+10 A/G ve c.625+10 G/G varyasyonu. Sekildeki ok isaretleri saptanan varyasyonlari
gostermektedir.

J. ¢.626-32 G/G (Normal Dizi) K. c.626—32 G/T

Sekil 4.17. TNFRSF1A geninin 6 numarali intronunda saptanan c.626-32 G/T varyasyonu. Sekildeki ok isaretleri saptanan varyasyonlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.18. TNFRSF1A geninin 7 numarali intronunda saptanan c¢.740-9 T/C ve ¢.740-9 C/C varyasyonu. Sekildeki ok isaretleri saptanan

varyasyonlar1 gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Olgularimizin klinik bulgulari ile saptanan varyasyonlarin karsilastirmali ¢izelgesi

Olgularda saptanan niikleotid degisimleri ve cDNA (kodlayici DNA)

Hasta pozisyonlari Bulgular
No Ates Nobetlerinin . . . .
c.36 c.473-33 c.625+10 c.626-32 c.740-9 Basl v Tanisal Skor degeri AAA sonucu Aile Hikayesi

slangic Yasi

1. A/G c/c A/G G/G T/C 12 ay — 0.824 Normal/Normal -
2. G/G c/c G/G G/G T/T 14 yas - Normal/Normal —
3. A/G c/C A/G G/G T/C 33 yas — *— —
4, A/G c/c A/G G/G T/C 12 ay 3.529 Normal/Normal —
5. A/G c/c A/G G/G T/C 8 ay 2.167 E148Q/Normal -
6. A/A c/c A/A G/G c/c 4 yas 2.884 Normal/Normal —
7. A/G c/C A/G G/G T/C 15 ay — 1.005 Normal/Normal —
8. A/G c/C A/G G/G T/C 4 ay 2.71 Normal/Normal —
9. A/A T/C A/A G/G T/C 22 ay 5.576 Normal/Normal (+)
10. A/A T/T A/A G/G T/T 6 ay — 341 E148Q/Normal +)
11. A/G T/C A/G G/G T/T 19 ay — 1.293 Normal/Normal —
12. A/A T/T A/A G/G T/T 4 yas — 3216 Normal/Normal —
13. A/G c/c A/G G/G T/C 6 ay 4.291 Normal/Normal —
14. A/A T/C A/A G/G T/C 4 yas — 0.228 Normal/Normal —
15. G/G c/c G/G G/G T/T 4 yas 3.521 M694V/Normal (+)
16. A/G T/C A/G G/G T/C 8 ay 4.244 Normal/Normal —
17. A/G T/C A/G G/G T/T 11 ay —  0.737 Normal/Normal —
18. A/G T/C A/G G/G T/T lay —  1.571 Normal/Normal —
19. A/A c/c A/A G/T T/C 4 yas — 0.238 Normal/Normal —
20. G/G c/C G/G G/G T/T 3 yas 2.069 Normal/Normal +)
21. A/A T/C A/A G/G T/T 1 yas — 0.804 Normal/Normal —
22. A/A T/C A/A G/G T/C 2 yas — 0.124 M694V/Normal -
23. G/G c/c G/G G/G T/T 17 ay 1.839 Normal/Normal —
24, G/G c/c G/G G/G T/T 15 ay 5.279 Normal/Normal —
25. A/G T/C A/G G/G T/T 3,5 ay — 174 Normal/Normal —
26. A/A c/c A/A G/G c/c 2 yas 1.38 Normal/Normal —
27. A/A T/T A/A G/G T/T 4 yas 0.07 Normal/Normal -
28. G/G c/c A/G G/G T/T 4 ay 1.215 Normal/Normal —
29. A/A T/C A/A G/G T/C lay 1,074 Normal/Normal —
30. A/A T/C A/A G/G T/C 5 yas — 402 Normal/Normal —

*AAA tanisi bulunmamaktadir.




TARTISMA ve SONUCLAR

Kalitsal periyodik ates sendromlari siklikla tetikleyici faktorler ve otoimmiinite
belirtileri olmaksizin ortaya ¢ikan tekrarlayan yangi ataklar1 ile karakterize
mendeliyan kalitim gosteren bir grup hastaligi kapsamaktadir (5, 11). Bu
sendromlardan TRAPS otozomal dominant kaliim gosterir ve ilk kez
Irlanda/iskogya kokenli bir ailede rapor edildigi icin 1982 yilinda “Ailesel Hibernian
Ates” olarak isimlendirilmistir. Williamson ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan
Irlanda/iskogya kokenli ailenin yam sira, diger bilim insanlari, Isveg, Finlandiya,
Almanya gibi pek ¢ok Avrupa iilkesinde otozomal dominant kalitilan ve nedeni
bilinmeyen periyodik ates ile karakterize olgular rapor etmislerdir (4). Sendrom
genetik hasarin 12p13 bolgesindeki TNFRSF1A geni ile iliskilendirilmesiyle (5)
TNF Reseptorii ile iliskili Periyodik Ates Sendromu (TRAPS) ismini almistir. Genin
tanimlanmasina bagl olarak ilgili genetik ¢alismalarin hiz kazanmasiyla; Finlandiya,
Irlanda, Iskogya Hollanda, Belcika, Fransa, Almanya gibi Avrupa iilkelerinde
hastalikla iliskilendirilen mutasyonlar tanimlanmigtir (6). Sendromun, Avrupa
disinda ilk olarak, 2002 yilinda Israilli Arap bir ailede C70R mutasyonu ile ve
ardindan 2004 yilinda Japon bir hastada T611 mutasyonu ile rapor edilmesiyle etnik
cesitlilik kavrami 6nem kazanmaya baslamistir (7, 8).

Ulkemizin Akdeniz Havzasi’ndaki konumu, ates ndbetlerinin siiresi, kolcisin
tedavisine  yanit, otozomal resesif/dominant  kalittm  gibi = bulgular
degerlendirildiginde, nedeni bilinmeyen atese eslik eden karinda sislik ve agr ile
eklem agris1 gibi sikdyetlerle klinige basvuran hastalarda akla ilk gelen periyodik
ates sendromu Ailesel Akdeniz Atesi’dir. Ancak, periyodik ates sendromlarinin etnik
cesitlilik gdsterdigi, ayirict tan1 saglayacak klinik bulgularinin var olmasina ragmen
klinik bulgularin baz1 genetik varyasyonlarda ¢akisabildigi ve 2 farkli periyodik ates
sendromu agisindan da mutasyon tastyan olgularin varlig1 nedeniyle, klinik verilerin
destekledigi cercevede, AAA disindaki diger periyodik ates sendromlar1 da mevcut
klinik tablonun olas1 nedenleri arasinda diistiniilmelidir.

Literatiirde TRAPS ile iliskilendirilen 3 TNFRSF1A mutasyonunun ilk olarak
tilkemizde Tiirk kokenli hastalarda rapor edilmesi (10, 11, 12), hem MEFV hem
TNFRSF1A geninde mutasyon tagtyan Avrupa kokenli olgularin varligi (13, 14, 15);
TRAPS’in de, iilkemizde, periyodik ates sendromu siiphesi tasiyan olgularin tam
asamasinda degerlendirilmesi gereken bir periyodik ates sendromu oldugunu ortaya
cikarmaktadir.

Caligmamizda, iilkemizde nedeni bilinmeyen periyodik ates ile klinige bagvuran
olgularin klinik tablolarinda, TNFRSF1A geni mutasyonlarinin yeri ve dneminin
aci8a cikarilmasi amaglanmistir.
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Calismaya dahil edilecek olan olgular segerken, Gattorno ve arkadaslarinin,
kalitsal otoenflamatuar sendromlar ile iliskili genlerin birinde mutasyon tasima
riskinin dnceden tahminini saglayan klinik parametreleri belirlemek amaciyla yapmis
olduklar1 ¢aligmadan yararlanildi. Gattorno ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada,
periyodik ates hikayesi bulunan 228 hastanin detayl klinik bilgilerinin alinmasinin
ardindan, periyodik atesin erken baslangic yasi, periyodik ates aile hikayesi, ates
nobeti sirasinda gozlenen torasik agri, abdominal agri, diyare ve oral aft olusumu,
birbirinden bagimsiz olarak pozitif genetik test sonucu ile iligkili bulunmustur. Bu
degiskenlerin OR (odds ratio) degerlerine karsilik gelen tahmini katsayilar1 dogrusal
bir skorlama denkleminde birlestirilmistir. Olusturulan tanisal skor denkleminin
saglamasi, onceki 228 kisilik olgu grubundan bagimsiz olarak, 77 olguyu igeren bir
calisma grubu ile gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada, tanisal skor denkleminin, yanlis
pozitif ve yanlis negatif sonuglar1 degerlendirildiginde %82 hassasiyet ve %72
Ozgullik sagladigi belirlenmistir (63). Hastalar ¢aligmaya dahil edilmeden once
Gattorno ve arkadaslarinin tanisal skor denklemi ile tanisal skorlar1 hesaplanmis ve
skoru 1,32 degerinin {izerinde olan olgular ¢alismaya dahil edilmistir. Gattorno ve
arkadaglarinin, tanisal skor denkleminin %82 hassasiyet ve %72 ozgiillik ile
caligtigin1 gostermesi (63), klinik bulgularin TRAPS’i desteklemesi, 10 ve 22
numarali olgularimizin negatif tanisal skor degerine ragmen MEFV genlerinde
E148Q ve M694V mutasyonlarinin bulunmasi; 1,32’nin altinda tanisal skor degerine
sahip olgular1 da ¢alismaya dahil etmemizin nedenleri arasindadir.

TRAPS hastalarinda taninin, biiyiik cogunlukla ¢ocukluk ¢aginda konulmasina
ragmen, ¢aligmamizda mutasyon taramasi yapilan olgularimiz arasinda, biri 14 digeri
33 yasinda 2 olgumuz bulunmaktadir. Saulsbury ve arkadaslari tarafindan, sekiz
yasina kadar, tekrarlayan ates, bogaz agris1 ve servikal lenfadenopati ile seyreden
ataklar ile karakterize klinik bulgular1 bulunan ve 8 yasindan 21 yasina kadar ataksiz
saglikli bir donem geg¢iren ancak 21 yasindan itibaren ates, agrili servikal
lenfadenopati, agizda agrili iilser ve miyalji ile birlikte gozlenen ataklar gecirmeye
baslayan bir olgu saptanmustir. 22 yasindaki olguya TNFRSF1A geninde yapilan
mutasyon taramasi sonucu saptanan R92Q mutasyonu ile TRAPS tanis1 konulmustur
(67). Bu nedenle, klinik bulgulari destekledigi i¢in 14 ve 33 yaslarindaki bu 2 hasta
calismamiza mutasyon taramasi yapilmak tizere dahil edilmistir. Gattorno ve
arkadaslarinin tanisal skor hesaplama denkleminde ates ndbetlerinin baglama yasinin
ay olarak denkleme yerlestirilmesi gerektigi i¢in bu 2 olgunun tanisal skor hesabi
yapilamamigtir.

Calismamiza, Ailesel Akdeniz Atesi agisinda MEFV geninde mutasyon
saptanmis oldugu halde klinik bulgular1 TRAPS’i de destekleyen 4 olgu dahil
edilmistir. Bu olgular, MEFV genlerinde heterozigot E148Q mutasyonu tasiyan 5 ve
10 numaral1 olgu ile heterozigot M694V mutasyonu tasiyan 15 ve 22 nolu olgulardir.
Granel ve arkadaslan tarafindan, ¢ocukluk doneminden itibaren ates, artirit, deri ve
oftalmik bulgular ile karakterize ataklar geciren Akdeniz kokenli 20 yasinda bir olgu
tanimlanmistir. Ik olarak MEFV geninde M694V mutasyonunun saptanmasiyla
Ailesel Akdeniz Atesi tanisi alan ancak kolgisin yerine steroid tedavisine yanit alinan
20 yasindaki olguda, genis kapsamli yapilan mutasyon taramasi sonucu TNFRSF1A
geninde de R92Q mutasyonu saptanmistir (68). Stojanov ve arkadaglari, 2 yasindan

56



itibaren yiiksek ates, lenfadenopati, karin agrisi, eklem agris1 ve aftéz iilser ile
karakterize ataklar geciren 7 yasinda bir olgu tanimlamiglardir. Olgunun serum IgD
seviyesi 148IU/ml olarak tespit edilmis olup MVK geninde yapilan mutasyon
taramas1 sonucu olguda heterozigot V3771 mutasyonu saptanmistir. Bu olguda,
goreceli olarak normal seyirli HIDS bulgulari, diisik—normal mevalonat kinaz
aktivitesi ve normal mevalonik asit seviyesi ile steroid tedavisine olumlu yanit
alindig1 rapor edilmistir. Steroid tedavisine olumlu yanit alindigi igin olguya
TNFRSF1A geni i¢in mutasyon taramasi yapilmis ve R92Q mutasyonu saptanmustir.
Olgunun ebeveynleri MVK ve TNFRSF1A geni acisindan tarandiginda, ingiliz
kokenli saglikli babada V3771 MVK mutasyonu ve Alman kokenli saglikli annede
R92Q TNFRSFIA mutasyonu saptanmistir. Agir seyirli HIDS bulgularinin, MVK
geninde birlesik heterozigot mutasyonlardan kaynaklandigi gosterilmistir (69).
Stojanov ve arkadaslarinin rapor ettigi olguya benzer olarak Hoffman ve arkadaslari
da, goreceli olarak normal seyirli HIDS bulgular1 olan IgD serum seviyesi yliksek
ancak mevalonat kinaz aktivitesi diisiik olan ve steroid tedavisine olumlu yanit veren
7 yasinda Alman bir olgu tanimlamiglardir. MVK ve TNFRSF1A geni i¢in yapilan
mutasyon taramast sonucu olguda, heterozigot MVK V3771 mutasyonu ile
heterozigot TNFRSF1A R92Q mutasyonu saptanmistir (15). Bu calismalar
gostermistir ki, periyodik ates sendromlarinda, periyodik ates klinik tablosuna neden
olan mutasyonlar tek bir gen ile sinirli olmayabilir.

Caligmaya dahil edilen olgularin TNFRSF1A genlerinde gerceklestirilen DNA
dizi analizi yontemi ile mutasyon taramasi sonucu, 1’i 1 numarali ekson bolgesinde
1’1 4 numarali intron bdlgesinde, 2’si 6 numarali intron bdlgesinde ve 1’1 7 numarali
intron bolgesinde olmak iizere toplam 5 niikleotid degisimi saptanmuistir.

Caligmamizda bir numarali eksonun 36. baz pozisyonunda adenin allelinin
guanin alleline transisyonu sonucu 12 olguda heterozigot c¢.36 A/G ve 6 olguda
homozigot ¢.36 G/G varyasyonu saptanmustir. Allel frekanslar1 %40 G ve %60 A
olarak hesaplanmistir. cDNA’nin 36. pozisyonundaki adenin bazinin guanin bazina
transisyonu sonucu proteinin 12. pozisyondaki aminoasitini kodlayan CCA kodonu
CCG kodonuna dontismektedir. Her iki kodon prolin aminoasitini kodladig1 i¢in bu
varyasyon sinonim olarak tamimlanir. Infevers veri tabaninda c¢.36 A/G
varyasyonunun, TRAPS fenotipi ile iligkisi olup olmadig1 bilinmedigi belirtilmistir.
Veritabaninda varyasyon ile iligkili olarak Pitts ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile
Bazzoni ve arkadaglarinin yaptig1r calisma referans olarak gosterilmistir. Pitts ve
arkadaglari; rastgele segilen 101 beyaz 1rk kokenli saglikli birey ile yaptig1 calismada
c.36 pozisyonunda adenin allelinin 0.54, guanin allelinin 0.46 frekans ile
bulundugunu, heterozigot frekansin ise 0.55 oldugunu saptamislardir. Pitts ve
arkadaslar1 yapmis olduklar1 bu populasyon taramasinda, saglikli bireylerde
TNFRSFIA geninin c¢.36 niikleotid pozisyonunda saptanan adenin ve guanin
allellerinin frekanslarinin %1°den fazla olmasi ¢.36 A/A, ¢.36 A/G ve ¢.36 G/G
genotiplerinin polimorfizm oldugunu gostermektedir (70).

Bazzoni ve arkadaslari, hematolojik malignansilerde hastalarin dolasimdaki
artmis “¢Oziiniir TNF reseptor” seviyesinin, TNF reseptorlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar ile iligkili olup olmadigini arastirmak icin yaptiklar calismada, 78 akut
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losemi ve 71 saglikli bireyin TNFRSF1A ve TNFRSF1B gen dizilimlerini
incelemiglerdir. TNFRSF1A geninde saptadiklar1 3 varyasyonu ve allel frekansini
hasta ve saglikli bireylerde degerlendirmislerdir. Saptanan varyasyonlardan ilki
TNFRSF1A geninin 1 numarali eksonunda 12 numarali kodonunun 5°-3’ yondeki 3.
bazin1 igermekte olup adenin bazinin guanin bazina doniistigi c.36 A>G
varyasyonudur. Bu varyasyondaki adenin ve guanin allellerinin hasta ve saglikli
bireylerdeki frekansi1 degerlendirildiginde; hasta bireylerde ¢.36 pozisyonundaki GG
allel frekansimin %20, AG allel frekansinin %45, AA allel frekansinin %35; saglikli
bireylerde c.36 pozisyonundaki GG allel frekansinin %20, AG allel frekansinin %55,
AA allel frekansinin %25 oldugu saptanmistir. Bu frekans verileri
degerlendirildiginde hasta ve saglikli gruplar arasinda anlamli bir farki olmadigi;
hasta grupta saptanan varyasyonlarin polimorfizm oldugu ve TNFRSFIA
polimorfizmleri ile 16semi hastalarimin ¢oziinlir TNFRSF1A reseptorlerinin
dolasimdaki yiiksek seviyesi arasinda bir baglanti kurulamayacagi saptanmistir (71).

Gordon ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada, TNF’in sepsis semptomlarina
neden oldugu goz oniinde bulundurularak, sepsis ve septik sok geciren hastalarda
sepsis bulgularinin ortaya ¢ikmasi ve hastaligin seyri ile TNF ve TNF reseptorleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar arasinda bir iliski olup olmadigini arastirmislardir.
Beyaz 1rk kokenli 213 hasta ve 132 saglikli kontrol grubu ile yaptiklari mutasyon
analizinde TNFRSF1A geninde ¢.36 niikleotid pozisyonunda saglikli kontrollerde
%37.8 oraninda AA, %42.9 oraninda AG ve %19.3 oraninda GG allelleri; hasta
grubunda ise %33.2 oraninda AA, %48.6 oraninda AG ve %18.3 oraninda GG allel
frekanslar1 saptanmistir. Calismada elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde hasta ve saglikli grup arasinda anlamli bir fark olmadigi ve
sepsis bulgular1 ile bulduklar1 TNFRSF1A varyasyonlar1 arasinda bir iligki
kurulamayacagi belirtilmistir (72). Diger bir c¢alismada ise, kalict palindromik
romatizma (persistent palindromic rheumatism) ile TNFo, IL-1p, TNFRSF1A ve
TNFRSFIB genlerindeki varyasyonlar arasinda iligki olup olmadigi arastirilmistir.
Palindromik romatizma, tekrar eden ve viicutta go¢ eden artirit ile karakterize bir
hastalik olup, ates bulgusu olmayan ataklar sirasinda, C reaktif protein ve eritrosit
sedimentasyon hizinda artis gozlenmektedir. Calismada, Cin populasyonundan
palindromik romatizmali 53 olgu ile 100 saglikli kontrol bireyde yaptiklar1 mutasyon
analizi sonucunda; TNFa’da 2’si promotor (-308G>A, —-238G>A), 1’i intron
bolgesinde (+488G>A) olan 3 varyasyon; IL—1f3 geninde 2’si promotor (-511C>T, —
31T>C) ve 1’1 ekson bolgesinde (+3954C>T) olan 3 varyasyon; TNFRSF1B geninde
ekson bolgesinde saptanan 2 varyasyon (+676T>G, +1663G>A) ve TNFRSFI1A
geninde ise biri promotor (—-609G>T), biri ekson bdlgesinde (c.36A>G) olan 2
varyasyon saptanmustir. Saglikli kontrol grup ve hasta bireyler arasinda, c.36A>G
varyasyonu digindaki varyasyonlarda allel frekanslart bakimimndan anlamli bir fark
bulunamamistir. Ancak, saglikli kontrollerde %86 frekansla AA, %10 frekansla AG,
%4 frekansla GG ile hasta bireylerde %69.9 frekansla AA ve %30.4 frekansla AG
genotipinin saptandigi ¢.36A>G varyasyonunda, saglikli bireyler ve kontroller
arasinda anlaml bir fark saptanmuis, hasta bireylerin ¢.36G allel frekansinin saglikli
bireylere gore anlamli derecede fazla oldugu bulunmustur. Calismada bu varyasyon
ile anlaml Olclide bir iligki saptanmasi ayrica TRAPS ve palindromik romatoidli
hastalarin bazi1 yangi bulgularimin  benzer olmasi nedeniyle, c¢.36A>G
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polimorfizminin TNFRSFIA  genindeki kodlayict  bolgedeki fonksiyonel
polimorfizmler ile birlikte kalitilabilecegi (baglanti esitsizligi) ve bu polimorfizmleri
etkileyebilecegi dahasi palindromik romatizmanin etiyopatogenezinde rol alabilecegi
bildirilmistir (73).

Sinonim varyasyonlarin hem klinik tanida hem de evrimsel farklilasmada
fonksiyonel olarak notr olduklar1 varsayilir. Ancak ekson bolgesindeki sinonim
varyasyonlarin; ataksia telanjektazi (ATM), BRCA1, neurofibromin 1 (NF-1), kistik
fibroz transmembran regiilatorii (CFTR) gibi bazi hastalik iligkili genlerde primer
RNA’dan intronlarin hatali ¢ikartilmasi (splice) profiline neden oldugu gosterilmistir.
Omegin, CFTR geninin 12 numarali eksonunu model olarak kullanildig: bir
calismada, 84 nikleotid uzunlugundaki bu eksonun 19, 25, 40, 49 ve 52.
pozisyonlarindaki niikleotidlerinin degisimi sonucu meydana gelen 6 varyantin,
intronlarin kesip ¢ikartilmasi sirasinda bu eksonun atlanmasina neden oldugu,
dolayisiyla hasarli protein iiretiminin gerceklestigi rapor edilmistir (74).
Olgularimizda saptadigimiz sinonim c.36A/G varyasyonunun TRAPS fenotipi ile
iligkisi heniiz bilinmemektedir. DNA iizerindeki bu degisim protein diizeyinde
aminoasit degisimine yol agmamakla beraber, intron kesip ¢ikartma siirecinde hasara
neden oldugunu bildirir bir bilgi heniiz literatiirde rapor edilmemistir. Olgularimizda
gbzlenen varyantin oneminin tam olarak anlasilmasi i¢in daha ¢ok sayida olgu—
kontrol ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda 4 numarali intronda normal dizide c.473-33 baz pozisyonundaki
timin allelinin sitozin alleline transisyonu ile olusan c.473-33 T>C varyant1 16
olguda homozigot, 11 olguda heterozigot olarak saptanmistir. Allel frekanslar1 %28
T ve %72 C olarak hesaplanmistir. ¢.473—-33T/C varyasyonu ilk olarak 2003 yilinda
Italya kokenli bir olguda rapor edilmis olup infevers veri tabaninda TRAPS fenotipi
ile iliskisi olup olmadigr bilinmedigi belirtilmistir. Bazzoni ve arkadaslarinin 2000
yilinda yaptig1 ¢alismada, TNFRSF1A geninin 4 numarali intron bdlgesinde bizim de
olgularimizda saptamis oldugumuz c.473-33 T>C varyasyonu saptanmistir. Bu
varyasyondaki timin ve sitozin allellerinin hasta ve saglikli bireylerdeki frekansi
degerlendirildiginde; hasta bireylerde TT allel frekansinin %19, TC allel frekansinin
%51, CC allel frekansimnin %32; saglikli bireylerde TT allel frekansinin %14, TC
allel frekansinin %37, CC allel frekansinin %49 oldugu belirlenmistir. Calismada
belirlenen bu varyasyonun da allel frekanslar1 degerlendirildiginde polimorfizm
oldugu; saglikli ve hasta grupta saptanan polimorfizm frekanslarinin istatistiksel
olarak farkli olmadigi ve hasta grupta saptanan TNFRSF1A polimorfizmleri ile
¢coziiniir TNFRSF1A’nin dolasimdaki yiliksek seviyesi arasinda bir baglanti
kurulamayacagi belirtilmistir (71). Olgularimizda, TNFRSF1A geninin intron
bolgelerinde saptadigimiz varyasyonlardan, c.473-33 T>C niikleotid degisiminin
TRAPS fenotipi ile ilgili olup olmadig1 bilinmemektedir.

Caligmamizda 6 numarali intronda c.625+10 baz pozisyonunda adenin allelinin
guanin alleline transisyonu sonucu 13 olguda heterozigot ¢.625+10 A/G ve 5 olguda
homozigot ¢.625+10 G/G varyasyonu saptanmistir. Allel frekanslar1 %38 G ve %62
A olarak hesaplanmistir. ¢.625+10 varyasyonu da ilk olarak 2003 yilinda Italya
kokenli bir olguda rapor edilmistir. Infevers veritabaninda bu varyasyonun
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semptomatik olmadig1 belirtilerek referans olarak Bazzoni ve arkadaslarinin
calismasi gosterilmistir. Calismada, bu varyasyondaki adenin ve guanin allellerinin
hasta ve saglikli bireylerdeki frekansi degerlendirildiginde; hasta bireylerde AA allel
frekansinin %34, AG allel frekansinin %49, GG allel frekansinin %17; saglikli
bireylerde AA allel frekansinin %29, AG allel frekansinin %51, GG allel frekansinin
%20 oldugu saptanmistir. Calismada saptanan ¢.625+10A>G varyasyonunun
frekanslarinin hasta ve saglikli gruplar arasinda anlamli bir farkinin olmadigi, hasta
grupta saptanan TNFRSFI1A polimorfizmleri ile ¢oziinir TNFRSFIA’nin
dolasimdaki yiiksek seviyesi arasinda bir baglanti kurulamayacagi tanimlanmistir
(71).

Calismamizda 14 olguda heterozigot ve 2 olguda homozigot olarak 7 numarali
intronda ¢.740-9 T>C varyasyonu bulunmustur. Allel frekanslar1 %30 C ve %70 T
olarak hesaplanmistir. Bu varyasyon 2001 yilinda Aksentijevich ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada saptanmistir (6). Calismada klinik bulgular1 TRAPS ile
uyumlu 150 hastada ilk olarak TNFRSF1A geninin 2, 3, 4 ve 5 numaral1 eksonlar1
icin mutasyon analizi yapilmis ve 120 hastada bu ekson bolgelerinde herhangi bir
varyasyon saptanmamistir. Mutasyon saptanmamis olan bu 120 olgunun klinik
bulgulart goreceli olarak TRAPS’i daha ¢ok destekleyen 90’inda, TNFRSFI1A
geninin 1, 6, 7, 8, 9 ve 10 numarali eksonlar1 i¢in de dizi analizi gerceklestirilmistir.
Bu olgu grubunda c¢.740-9 T/C varyasyonu disinda mutasyon saptanmamistir. Olgu
grubunda ¢.740-9 pozisyonundaki T allel frekans1 0.78 ve C allel frekans1 0.22
olarak tespit edilmistir. Arastirmacilarin 88 saglikli kontrol bireyde yaptigi analiz
sonucu ayni pozisyondaki T allel frekans1 ayni sekilde 0.78 ve C allel frekansi da
0.22 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak arastirmacilar bu varyasyonu polimorfizm
olarak tanimlamislardir (75).

Olgularimizda, TNFRSFIA geninin intron bdlgelerinde saptadigimiz
varyasyonlardan, c.473-33 T>C ve c.740-9 T>C niikleotid degisimlerinin TRAPS
fenotipi 1ile ilgili olup olmadig bilinmiyor olup, c.625+10 A>G niikleotid
degisiminin ise TRAPS semptomlarina yol agmadig: bildirilmekle beraber bununla
ilgili detayli bilgi bulunmamaktadir. Bu varyasyonlarin, TRAPS fenotipi ile
iliskisinin agiga ¢ikarilmasi i¢in daha ¢ok sayida olgu ve kontrol gruplarmi igeren
calismalarin ve fonksiyonel ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu degisimlerin
intron bolgesinde bulunmalarmma ragmen ekson/intron ve intron/ekson ayrim
bolgelerine yakinliklar1 goz onilinde bulundurulursa, primer RNA’dan intronlarin
kesip c¢ikartilmasi isleminde herhangi bir hataya neden olup olmadiklar1 protein
diizeyinde yapilacak calismalar ile gosterilebilir.

Calismamizda 1 olguda 6 numarali intronda ¢.626-32 pozisyonunda guanin
bazinin timin bazina transversiyonu sonucu heterozigot c.626-32 G/T transversiyonu
saptanmistir. Allel frekanslar1 %2 T ve %98 G olarak hesaplanmistir. Bu degisim
literatiirde heniliz rapor edilmemistir. Bu degisim intronik bdlgede yer almakla
birlikte ekson—intron baglanti noktasina 32 baz kadar uzakliktadir. Primer RNA
transkriptinden intronlarin ¢ikartilmasi, intron/ekson (verici bdlge) ve ekson/intron
(alict bolge) simirlarinda yerlesik 6zel niikleotid dizilerine baghdir. Alic1 ve verici
bolgelerin dizilimini etkileyen ya da bu bodlgelerin dizilimin etkilemeyip intronlarda
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baz degisimine neden olan mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlar, RNA’nin
islenmesi sirasinda normal bolgeler ile yarisan alternatif alici veya verici bolgeler
olusturabilir (76). Ornegin, Aksentijevich ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptiklar:
calismada bir Arap bir de Isko¢ kokenli iki ailede TNFRSF1A geninin 3 numarali
intronunda, ¢.193-14 pozisyonunda guanin bazinin adenin bazina transisyonu sonucu
olusan c.193-14 A/A varyasyonu saptamislardir. Intron bdlgesinde meydana gelen
bu varyasyonun normal intron kesip ¢ikartma bolgesinden (splice acceptor site), 5°
yoniine dogru 4 kodon geride yeni bir intron kesip ¢ikartma bdolgesi olusturdugu
saptanmistir. Bunun sonucu olarak intron kesip ¢ikartma islemi sirasinda kesip
cikartma islemini gerceklestirecek faktorler normal baglanmasi gereken bolgeden 5°
yonde 4 kodon geriye baglanarak, olgun mRNA’da 2 ve 3 numarali eksonlarin
arasma fazladan 4 kodon eklenmesine neden oldugu bildirilmistir (75). ilk olarak
calismamizda saptanmis olan ¢.626-32 G/T varyasyonu da benzer sekilde intronlarin
cikartilip eksonlarin birlestirilmesi islemini etkiliyor olabilir. Calistigimiz olgu
grubunda sadece 1 olguda saptadigimiz c.626-32 G/T varyasyonunun ilk olarak
saglikli kontrol bireylerdeki allel frekansi tanimlanmalidir. Ardindan varyasyonun
intron/ekson bolgesine 32 bazlik uzakligi goz oniine alinarak intron kesip ¢ikartma
isleminde hataya neden olabilecek bir degisim olup olmadiginin anlasilmasi igin
fonksiyonel deneylerin yapilmasi gerekmektedir. Varyasyonun, intron kesip ¢ikartma
isleminde bir hataya neden olmasi durumunda normal TNFRSF1A proteininin
miktariin azalmasi, ya da yapisal degisimler igermesi gerekmektedir. Reseptor
proteinde bu degisimlerin mevcut olup olmadigi, RNA ya da protein diizeyinde
yapilacak ¢alismalar ile aciga c¢ikartilabilir.

Calismamizdaki 15 numarali olgu Ailesel Akdeniz Atesi agisindan MEFV
M694V/Normal genotipe sahip olup bu olgu 20 numarali olgunun kardesidir. Yirmi
numarali olgunun AAA agisindan genotipi Normal/Normal olarak bulunmustur. 15
numaralt olgunun klinik incelemesinde kolgisin tedavisine yanitin tam olmadigi, 20
numarali olguda ise tedaviye kismen yanit alindig: bildirilmistir. Her 2 olguda da
c.36 G/G, c.473-33 C/C, c.625+10 G/G homozigot niikleotid degisimleri
saptanmistir. Her iki kardeste de kolgisin tedavisine olan yanitin sinirli olmasi, 15
numarali olgunun MEFV genindeki M694V mutasyonunun yani sira diger periyodik
ates sendromlarmin biri acisindan birlesik heterozigot bir mutasyon tasiyor
olabilecegini diisiindlirmektedir. Kesin sonug¢ i¢in bulunan bu varyantlarin fenotipe
etkisinin tam olarak anlasilmasina ve olgularin diger periyodik ates iliskili genler
acisindan da degerlendirilmesine ihtiyag vardir.

Genetik varyasyonlar, fenotipin kalitsal temelinin belirlenmesi ve gelismesinde
temel biyolojik anahtar gorevindedirler. Bir genin fonksiyonu gendeki potansiyel
varyasyonlar bilinmeden tliimiiyle anlasilmis sayilamaz. Ciinkii varyasyonlar gen
fonksiyonunu etkileyerek sonrasinda fenotipin sekillenmesini saglarlar (77).
Populasyonda 2 farkli birey arasinda DNA’nin 1000 baz cifti uzunlugundaki bir
pargasi, ortalama 1 baz ¢ifti degisim igerir (76) DNA iizerinde bir niikleotid
pozisyonu i¢in farkli bireylerde farkli allel bulunmasi s6z konusu olabilir. Bir
varyasyon, sahip oldugu allelin frekansi ile tanimlanir. Populasyonda %1’den daha
fazla oranda gozlendigi bilinen varyantlar polimorfizm olarak tanimlanir. Varyant
%1’den az frekansta gozleniyorsa nadir varyant veya mutasyon olarak tanimlanir
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(77). Bu degerlendirmeler dogrultusunda olgularimizda saptadigimiz tek niikleotid
degisimlerinin, yapilan diger ¢alismalarda analiz edilen olgulardaki frekansi goz
Oniine alindiginda, polimorfizm oldugu sdylenebilir.

Cantarini ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaymnladiklar1 ¢aligmada klinik
bulgulart TRAPS fenotipini destekliyor olmasina ragmen TNFRSF1A geninde
herhangi bir mutasyon saptanmamis 3 olgu rapor edilmistir. Olgularin periferal
kanlarinda izole ettikleri notrofiller ile yaptiklar1 analizde hasarli reseptor ayrilma
mekanizmasinin saptanmasi dolayisiyla olgulara TRAPS tanisi konmustur. Bunu
takiben baslanan etanersept tedavisi ile olgularin ates ataklarinin zamanla normale
dondiigii tespit edilmistir. Bu 3 olguda TNFRSF1A geninde mutasyon saptanmamis
olmas1 semptomlarin olusmasinda bagka genlerin ise karistigim1 diisiindiirmektedir.
Olgulardan 1 tanesinde serum TNFa seviyesinin yliksek olmasi TNFa’y1 kodlayan
gende bir mutasyonun var olup olmadigini arastirmaya yoneltmis ancak bu gende de
herhangi bir mutasyona rastlanilmamistir (78). Benzer olarak Aganna ve
arkadaglarinin 2003 yilinda yaymnladiklar1 calismada klinik bulgular1 TRAPS’i
destekleyen ve hasarli reseptor ayrilma mekanizmasi saptanan 3 ailede de
TNFRSFIA geninde mutasyon saptanmamustir (79). Bu durum, kalitsal
otoenflamatuar hastaliklarin, genetik etiyoloji ve patogenez agisindan, klinik tablosu
TRAPS’1 destekleyen olgularda heterojen oldugunu desteklemektedir.

Calismamizdaki olgularin tekrarlayan ates bulgularinin devam etmesi durumu
g6z Online alindiginda, ¢alismanin bir sonraki agamasi olarak olgularin notrofilleri ile
yapilacak doku kiiltiirii ¢aligmalar1 ile TNFRSF1A reseptoriiniin  ayrilma
mekanizmasinin incelenmesi, hastaligin tanisinin konulmasina 1s1k tutacaktir. Ayrica
tekrarlayan ates bulgular1 devam eden olgularin laboratuar bulgular (IgD, sitokin
serum seviyeleri gibi) goz oniinde bulundurularak diger periyodik ates sendromlari
acisindan taranmasi planlanmaktadir.

Atesin ¢ocukluk c¢aginda gozlenen bulgularin basinda yer aldigi géz Oniine
alindiginda; enfeksiyon, neoplazi, bagisiklik sistemi hastaliklar1 veya kronik sistemik
hastaliklarin  bulunmamasina ragmen tekrarlayan atesin gozlendigi durumlar
periyodik ates sendromlarindan kaynaklanabilmektedir. Giliniimiiziin gelisen
teknolojisi, genetik ¢aligmalara her gegen giin bir yenisinin eklenmesini kaginilmaz
kilmistir. Genetik caligmalar ¢ok ¢esitli olmakla beraber, tek niikleotid degisimlerinin
analiz edildigi ¢aligmalar, genetik varyasyonlarin saptanmasi, bu varyasyonlarin
protein ve dolayisiyla fenotip tizerindeki etkisinin agiga ¢ikarilmasi bakimindan ayri
bir énem tasimaktadir. Ulkemizde en sik gdzlenen periyodik ates sendromu Ailesel
Akdeniz Atesi olmasina karsin diger periyodik ates sendromlarinda rapor edilen Tiirk
olgularin varligi, tilkemizde heniiz netlik kazanmamis bir periyodik ates sendromu
profili oldugunu gostermektedir.

Calismamizda PCR temelli DNA dizi analizi yontemi kullanilmistir. Olgularin
DNA o6rnekleri, materyal ve yontemler boliimiinde sunulan primerler ile TNFRSF1A
geninin ekson bolgelerini ve sadece bir arada amplifiye edilen ekson bdlgelerinin
arasinda kalan intron bolgelerini (2, 4, 6 ve 8 numarali intronlar) kapsayacak sekilde
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amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen DNA bdlgelerinde hem dizi analizi
yonteminin glivenilirligi bakimindan hem de her amplikon i¢in ileri ve geri primer ile
en az iki defa DNA dizi analizi gerceklestirildigi i¢in bu bdlgelerde niikleotid
degisimine ya da mikro diizeyde delesyonlara bagli bir mutasyonun gozden ka¢cmis
olmasi beklenmemektedir. Ancak, yine de, olgularimizda hastalik yapici oldugu
tanimlanmis TNFRSF1A geni mutasyonlarmin (delesyon ve baz degisimi)
saptanmamis olmasi, bu olgularin tanisinin TRAPS olmadigimin belirtilmesi igin
yeterli degildir. Ciinkli bu olgularda amplifikasyon sinirlarinin disinda kalan diger
intronik bolgeler ile promotor bolgede bulunmasi olasi bir mutasyonun saptanmasi,
kullandigimiz yontem geregi miimkiin degildir. Ayrica c¢alismamizda kullanilan
yontem PCR temelli oldugu igin TNFRSF1A geninin bir allelinin tamamini ya da bir
kismin1 kapsayan genomik yeniden diizenlenmelerin de saptanmasi miimkiin
degildir. Bu durumda bdyle bir delesyonun varligt CGH (Comperative Genomic
Hybridisation) veya MLPA (Multiplex Ligation—dependent Probe Amplification)
gibi genis delesyonlarin tespit edilebildigi teknikler ile arastirilmalidir.

Caligmamiz, Tirkiye’de, TRAPS’dan sorumlu olan TNFRSF1A genindeki
niikleotid degisimlerinin, periyodik ates sliphesi tasiyan 30 Tiirk olgunun periyodik
ates tablosuna neden olabilme olasiligiin arastirilldifi mutasyon taramasi
niteligindeki ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.
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Ek-1

TARIH: / /

PERiIYODIK OTOENFLAMATUAR SENDROMLAR

HASTA ADI
DOGUM TARIHI
CINSIYET

ANNE
BABA
ETNIK KOKEN :

Hasta Hikaye Formu

E[] KI]
: Hasta [] Saghkh [ ] (Periyodik ates sendromlar agisindan)
: Hasta [] Saglikli [ ]

ATES NOBETLERININ BASLADIGI YAS

ATES NOBETLERININ KLiNiK BULGULARI

NOBETLERIN SURESI (giin)
DERECE
NOBET SAYISI /YIL

ATES GOZLENMEYEN ARALIKLAR
SURESI (giin)

ATES NOBETININ BASLANGICINDA
USUME VE TITREME

YAZ AYLARINDA ATES NOBETLERI

ATES IiLE iLiSKjLi BELIRTILER
MUKO-KUTANOZ

: <201

<21[] 2-5[1] 5-10[] SI0[] oo (belirtiniz)

>38°C[] <38°C[]

26[]  6-121] S1217 ceve. (belirtiniz)

Diizenli [ ] Diizensiz [ ]

: Evet[] Hayir[]

: Evet[] Hayir[]

HER ZAMAN

ARA SIRA NADIR HiCBIiR ZAMAN

AFTOZ STOMATIT

GENITAL BOLGEDE
AFTOZ ULSER

ORAL HERPES BENZERI
LEZYONLAR

EKSUDATIF FARENJIT

ERITEMATOZ FARENJIT

KONJUKTIVIT

MAKULA-PAPULAR
DOKUNTU*

ERIZIPEL BENZERI
DOKUNTU*

URTIKERIYAL
DOKUNTU*

SOGUK URTIKER*

PSEUDO-FOLIKULIT*

* Lokalizasyonu belirtiniz




KAS-ISKELET SISTEMIi

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR

HICBIR ZAMAN

ARTRALIJI

MIYALJI

MONOARTIRIT*

OLIGOARTIRIT*
(< 4 EKLEM)

POLIARTIRIT*
(> 4 EKLEM)

* Lokalizasyonu belirtiniz

OKULER BULGULAR

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR

HiICBIR ZAMAN

PERIORBITAL ODEM

KONJUKTIVIT

PERIORBITAL AGRI

GASTROINTESTINAL

SISTEM

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR

HiCBIR ZAMAN

ABDOMINAL AGRI

PEKLIK

DiYARE

ISTIFRA

LENFOID ORGANLAR

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR

HiCBIR ZAMAN

LENFOADENOPATI*

LENF NODLARINDA
AGRI

SPLENOMEGALI

* Lokalizasyonu belirtiniz

KARDIYO-RESPIiRATOR SISTEM

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR

HiCBIiR ZAMAN

TORASIK AGRI

PLARIT

X-RAY BELGESI

VAR

YOK

PERIKARDIT

EKO-KARDIYO
BELGESI

VAR

YOK




DiGER BELIiRTIiLER

HER ZAMAN ARA SIRA

NADIR HICBIR ZAMAN

BAS AGRISI

YORGUNLUK

PERiIYODIK ATES SENDROMLARI ACISINDAN ETKIiLENMIS AiLE UYELERI

iSiM-SOYiSiM
(BAS HARFLERY)

YAKINLIK

ETNIK KOKEN

DOGUM YERI

KLINIK BULGULAR

10




