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OZET

Cakiris A.
Ailevi Akdeniz Atesi’ne bagli inflamatuar ataklarda ASC,CASP1 ve IL-1B genlerinin

ekspresyonlarinin incelenmesi.

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
[stanbul. 2006.

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), otozomal resesif gecis gosteren ve tekrarlayan akut
inflamasyon ataklarina neden olan kalittimsal bir hastaliktir. Hastalarin 6nemli
cogunlugundan 16. kromozomun kisa kolunda bulunan MEFV genindeki mutasyonlarin
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada AAA hastalig: ile iliskili MEFV geninin
irlinli olan pirin proteininin etkilestigi ASC proteininin 3 adet izoformunun inflamasyon
ataklar sirasindaki mRNA diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri ve CASP1 geninin 5
adet izoformu ile IL1B geninin 1 adet izoformunun ekspresyonu incelenmistir. Calisma
grubunu Tel Hashomer kriterlerine gére AAA tanisi konan 16 hasta, akut appendisit
nedeniyle opere olan 17 hasta ve 3 sepsisli hasta olusturdu. AAA hastalarindan ve akut
appendisitli hastalardan inflamatuar ve asemptomatik donemlerinde kan ornekleri
alindi. Toplanmis olan kan orneklerinden RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra cDNA
elde edildi ve hedeflenen genlerin ekspresyonlar1 ger¢ek zamanli PCR yontemi ile
incelendi. AAA hastalarinda CASP1 ekspresyonu akut appendisitli hastalara oranla
azalmis bulunmakla beraber, hem hastalarda hem de akut appendisitli kontrollerde,
asemptomatik donem ile inflamasyon donemleri arasinda ¢ok belirgin bir farklilik
gbzlenmedi. IL1B mRNA diizeyi AAA hastalarina gore kontrollerde artmis bulunmussa
da, inflamasyon déneminde 2 grup arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Bu
calismada saptadigimiz bulgularin en ¢arpici olani, ASC geninin izoform2 varyantinin
AAA hastalarinda ve saglikli kontrollerde asemptomatik dénemde benzer diizeyde
eksprese edilmesine ragmen, hem AAA hastalarinda hem de kontrollerde inflamasyon
déneminde >%98 oraninda azalmasi oldu. Bu bulgu bize ASC geninin 2. transkriptinin
inflamasyon kontroliinden 6te apoptozda rol alabilecegini diisiindiirmektedir.Elde edilen
sonuglar AAA hastaliginda Pirin proteininin ASC ile etkilesimi kaspaz-1 aktivasyonu
ve IL-1B inflamasyon kaskadinda ve apoptoz yolunda yeni bir homeostatik dengenin
olustugunu diistindiirmektedir. Calismamizin sonuglarinin bundan sonraki aragtirmalarin
planlanmasina zemin hazirlayacak Oncii veriler olarak degerlendirilmesi uygun
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi(AAA), Kantitatif polimeraz zincirleme
reaksiyonu (QPCR), ASC, Kaspaz-1, IL-1B

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T-797/27122005 no’lu proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

Cakiris A.

Analysis the expression of ASC, CASP1 and IL-1B in Familial Mediterranean Fever
patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme
Istanbul. 2006.

Familial Mediterranean fever (FMF), a hereditary disorder with an autosomal
recessive inheritance pattern, is characterized by recurrent self-limited inflammatory
attacks at serosal membranes. Most of the patients carry mutations in the MEFV gene in
chromosome 16, which encodes the pyrin protein. In this study, we aimed to investigate
the expression of the ASC gene with its 3 splice variants, which encodes the ASC
protein, through which pyrin protein controls the activity of caspase 1 and proteolytic
activation of interleukin-1b (IL-1b). We also analysed the expression of the IL1B and 5
splice variants of the CASP1 genes. The study group consisted of 16 patients with FMF,
all fulfilling the Tel-Hashomer criteria, 17 patients with acute appendicitis, who
underwent an abdominal surgery because of peritonitis. We collected peripheral blood
samples during the acute peritonitis periods from all patients with FMF and acute
appendicitis. We also collected samples during asymptomatic period. We isolated total
RNA and prepared ¢cDNA from peripheral blood leukocytes. We analysed the
expression of the ASC, CASP1 and IL1B genes using real-time quantitative polymerase
chain reaction (QPCR) method. CASP1 expression was found to be lower in FMF
patients compared to the controls with acute appendicitis. However, we could not
observe any significant difference between the inflammatory and asymptomatic periods
both in patients with FMF and acute appendicitis. We also did not observe any
significant difference in the expression of IL1B genes in the inflammation period
between the patients with FMF and acute appendicitis. We found a more than 98%
decrease of expression in splice variant 2 of the ASC gene during the inflammatory
period in both disease groups, although no difference was noted during the
asymptomatic period. No similar change of expression was observed in other 2 splice
variants of the ASC gene. This study provides new insights about the expression of
ASC and CASP1 genes, which might be important in the pathogenesis of FMF. A
selective supression of expression in one of the splice variant of the ASC gene may
suggest different roles for 3 isoforms in inflammation and apoptosis pathways

Key Words: Familial Mediterranean fever (FMF), quantitative polymerase chain
reaction (QPCR), ASC, Caspase 1, IL1B

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T-797/27122005



1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), otozomal resesif gecis gosteren ve tekrarlayan akut
inflamasyon ataklarina neden olan kalitimsal bir hastaliktir. Hastalik siklikla Dogu
Akdeniz bolgesinde yasayan Yahudilerde, Araplarda, Tiirklerde ve Ermenilerde
goriilmektedir. AAA i¢in lilkemizdeki heterozigot tasiyicilik oran1 %10-20 diizeyindedir
(1,2,3,4,5).

AAA’da goriilen inflamasyon ataklar1 genellikle ates ile birlikte peritonit, plorit,
mono veya oligoartikiiler artrit ya da erizipele benzer deri dokiintiileri ile karakterizedir
(6). Atak sirasinda akut faz reaktanlarindan 6zellikle serum amiloid A (SAA), C-reaktif

protein (CRP) ve fibrinojen seviyeleri yliksek bulunur (7).

Hastalarin 6nemli c¢ogunlugundan 16. kromozomun kisa kolunda bulunan
MEFV genindeki mutasyonlarin sorumlu oldugu bilinmektedir. Hastalikla iliskili
oldugu diistiniilen gen 1992 yilinda bu bdlgeye haritalanmis olup, sorumlu oldugu
diisiinilen MEFV geni ve hastalikla iligkili mutasyonlar ancak 1997 yilinda
belirlenebilmistir (8,9,10,11,12).

AAA gelisiminden sorumlu tutulan gen MEFV (MEditerranean FeVer) olarak
isimlendirilmektedir. MEFV  geninde bu giine kadar 50’den fazla dizi
degisikligi/mutasyon saptanmis olup, bunlardan sik goriilenler molekiiler genetik
yontemler kullanilarak taranabilmekte ve genetik tan1 amagli kullanilabilmektedir
(13,14). Ulkemizden 450 AAA hastasinin genetik analizinde M694V, M680I, E148Q,
V726A ve M694] mutasyonlarinin en sik goriilenler oldugu bildirilmistir. Tiirk AAA
hastalarinda goriilen mutasyonlarin % 51.55’1 M694V’dir ve farkli toplumlarda bu oran

% 40-90 arasinda degisebilmektedir (15,16).

AAA’nin molekiiler genetigi ile ilgili bilgilerin artmasma karsin, MEFV
genindeki mutasyonlarin hangi mekanizmalarla MEFV geni ve sentezlenen pirin

proteinini etkiledigi ve inflamasyona yol actig1 tam olarak bilinmemektedir (17,18).

Pirin proteininin sitoplazmada apoptoz ve inflamasyon kontroliinden sorumlu
inflamazom kompleksinde gorev aldig1 gosterilmistir (19). Bu gorevin, amino ucundaki
pirin bolgesinin (domain), diger pirin bolgesi igeren proteinlerle homotipik etkilesimine

bagl oldugu diisiiniilmektedir. Pirin proteini, amino ucundaki pirin boliimii ile, bir



adaptér protein olan ASC proteininin pirin bdlgesine baglanir. Bu sayede, ASC
proteininin kriyopirin ve diger proteinlerle etkileserek kaspaz-1 (CASP1) enzimini
aktive etmesini engeller (20). Kaspaz-1 hem interlokin-1 (IL-1B) sitokininin proteolitik
aktivasyonundan, hem de apoptoz yolunun uyarilmasindan sorumludur (21). Bozulmus
pirin fonksiyonunun IL-1( iizerinden yiirliyen inflamasyon kaskadinda ve kaspaz-1
lizerinden yiirliyen apoptoz yolunda diizensizliklere yol ac¢tigi ve bu durumun AAA

patogenezinde rol aldig1 diistiniilmektedir (22,23).

Yeni tamamlanmis olan bir g¢alismada, MEFV geninin ekspresyonundaki
azalmanin akut inflamasyona neden oldugunu gosteren veriler elde edilmistir (24). Elde
edilen verilerin 151¢inda planlanan bu ¢alismada da, MEFV geninin {iriinii olan pirin
proteininin etkilestigi ASC proteininin inflamasyon ataklar1 sirasindaki ekspresyon
degisikliklerinin incelenmesi amaglanmistir. ASC proteininin oligomerizasyonu
CASP1'in uyarilmasina ve bunun sonucunda da IL-1B'min aktive olmasina yol
actigindan, es zamanli olarak CASP1 ve ILIB genlerinin ekspresyonu da

incelenmistir(17,25).

Caligmadan elde edilen wverilerin AAA hastaligindaki inflamasyon
mekanizmalarinin anlasilmasina 6nemli katki saglayacag diisiiniilmektedir.Ulkemizde
hastaligin ve heterozigot tasiyicilarin sikligt g6z Oniline alindiginda, bu konuda

saglanacak ilerlemelerin toplum saglig1 agisindan 6nemi biiyiik olabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kalitsal Tekrarlayan Ates Sendromlar1 (Otoinflamatuar Hastaliklar)

Kalitsal tekrarlayan ates sendromlar1 (herediter periyodik ates sendromlari),
onceden belirlenemeyen araliklarla tekrarlayan atesli donemler ve diger inflamasyon
bulgular1 ile seyreden kalitsal bir grup hastaliktir. Bu sendromu olusturan hastalar
goriinlir bir neden olmaksizin baslayan ve tipik olarak ates epizoduna eslik eden karin
agrisi, gogiis agrisi, eklem agris1 ya da deri dokiintiisii ile karsimiza g¢ikabilmektedir.
Ataklar genelde 24-72 saat siirmekte ve ataklar arast donem asemptomatik
seyretmektedir. Ataklari baslatan etkenlerin ne oldugu bilinmemektedir. Bununla
beraber, agir egzersiz, yorgunluk ve ruhsal nedenlerle ataklarin baslayabildigi

gozlenmistir (26).

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) kalitsal tekrarlayan ates sendromlar1 arasinda en
stk goriilenidir. Dagilim1 etnik ve bolgesel ozellikler gostermektedir. Bununla beraber,
hastanin klinik bulgular1 ve genetik kokenlerini gézoniine alarak, daha nadir goriilen ve
tekrarlayan ates sendromlar1 ile AAA arasinda ayirici tam1 yapilmahidir. AAA
hastaligina oranla daha yeni tanimlanan diger otoinflamatuar hastaliklar da, AAA gibi

belirgin amiloidoz riski tagimaktadirlar (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Kalitsal Tekrarlayan Ates Sendromlari

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)

TNF Reseptorii ile iliskili Periodik Sendrom (TRAPS)

Mevalonat Kinaz ile iliskili Periodik Ates Sendromu (MAPS = hiper igD Sendromu,
HIDS)

Muckle-Wells Sendromu (MWS)

Ailesel Soguk Urtikeri (FCU)

Kronik Iltihapli Norolojik ,Kiitane, Artikiiler sendrom (CINCA= NOMID)

Blau Sendromu

PAPA Sendromu




Bunlar arasinda AAA’dan sonra 2. siklikta Timoér nekroz faktor (TNF)
reseptorii ile iligkili periyodik ates sendromu (TRAPS) gelmektedir. TNF reseptorii
p55°deki mutasyonlar sonucu olugsmaktadir ve bu mutasyonlarin p55 reseptorlerinin
hiicre membranindan ayrilmalarindaki azalmaya ve sonucta doku diizeyinde TNF-a

etkinliginde artmaya neden oldugu diisiintilmektedir (27,28).

Hiper IgD sendromu (HIDS); otozomal resesif gegisli, 3-7 giin siiren
inflamasyon ataklarina neden olan ve mevalonat kinaz enzimi genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan bir hastaliktir ve bu hastaligin da sonugta IL-1B
sekresyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir (29). Makiil, papiil, {irtikeryal lezyonlar veya
nodiillerden olusan deri dokiintiisii siktir. Ayirt edici 6zellikleri lenfadenopati, artmis
serum IgD diizeyleri ve ataklar arasinda idrarda azalmis mevalonat kinaz diizeylerinin

bulunmasidir (30,31).

Muckle-Wells sendromu; otozomal dominant geg¢isli, amiloidoz, ilerleyici
sensorindral isitme kaybi ve febril dirtiker ataklari ile karakterizedir ve Cold

Autoinflammatory Syndrome 1 (CIAS1) genindeki mutasyonlarla olugsmaktadir (32).

Ailesel soguk otoinflamatuar sendromu; otozomal dominant gecisli, soguga
maruz kalma sonrasi gelisen ve 1 ya da 2 giin siiren iirtiker ile tanimlanir. Burada
mutasyon kriyopirin proteinini kodlayan CIAS1 genindedir. Bu hastalikta da amiloidoz

sik gorliir.

CIAS1 genindeki mutasyonlarla iliskili bir diger hastalik da Kronik infantil
Norolojik Kutan6z Artikiiler Sendrom (CINCA) ya da Neonatal baslangigli Multisistem
Inflamatuar hastaliktir (NOMID). Bu sendrom otozomal dominant gecis gdsterir. Bu
sendrom, mental gerilik, kronik aseptik menenjit ve isitme kaybina kadar giden

ndrolojik tablolarla karakterizedir. Artropati belirgindir (33).



2.2 Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)
AAA, otozomal resesif gecis gdsteren, kalitimsal bir otoinflamatuar hastaliktir.
Hastalik ates ile birlikte tekrarlayan seroza inflamasyonu (peritonit, sinovit ya da plorit)

ataklarina neden olmaktadir.

Literatiire ilk kez 1908’de Janeway ve Rosenthal tarafindan bildirilen ve
16kositoz, karin agrisi1 ve tekrarlayan atesi olan 16 yasindaki bir vakayla giren hastalik,
1945°de Siegal tarafindan 10 hastadan olusan bir seri ile ve “Selim Paroksismal
Peritonit* adiyla tanimlanmistir. Ardindan ayni klinik tablo pek c¢ok sekilde anilsa da,
glinlimiizde yaygin olarak Ailevi Akdeniz Atesi (Familial Mediterranean Fever-FMF)
olarak adlandirilmaktadir (34,35).

AAA semptomlari, hastalarin %70’inde hayatin ilk on yilinda, %90’1nda
yasamin ilk yirmi yilinda ortaya ¢ikmaktadir. Ancak ileri yaslarda baglayan AAA
olgular1 da bildirilmistir. Hastaligin karakteristik bulgular1 atesle birlikte tekrarlayan
peritonit, plorit ve artrit ataklaridir (36). Ataklar genellikle 12-72 saat siirmekte ve
spontan olarak gerilemektedir (37,38).

AAA belirgin bir etnik dagilim 6zelligi gostermektedir. Hastalik Yahudilerde
olduk¢a siktir. Ozellikle Sefarad Yahudilerde AAA sikligi 1/250-1/1000 arasinda
degismektedir. Askenazi Yahudilerinde hastaligin siklig1 1/73,000 olarak bildirilmistir.
Hastalik Tiirklerde, Ermenilerde ve Araplarda da c¢ok sik goriilmektedir. Bu dort etnik
grup kadar olmasa da, giderek artan sayida diger Akdeniz iilkelerinden de (Yunanistan,

Italya, Ispanya) hastalar bildirilmektedir (39).

AAA’ya yol acan gen ilk kez 1997 yilinda iki ayr1 grup tarafindan klonlanmigtir
(40,41). Amerika’da National Institute of Health biinyesindeki aragtirmacilar (Uluslar
arast AAA grubu) ve Fransiz AAA grubu (10) es zamanli olarak 16. kromozomun kisa
kolunda, 10 ekson iceren, 3505 niikleotid uzunlugunda ve 781 aminoasitlik bir proteini
kodlayan genin AAA hastalig1 ile iliskili oldugunu belirlemislerdir. MEFV geninin
kodladig1 bu proteine Amerikali grup, ates (pyrexia) patogenezindeki rolii nedeniyle
“pirin”, Fransiz grup ise “marenostrin” (Latincede Mare Nostrum, -Bizim Deniz- olarak

tanimlanan Akdeniz) adin1 vermislerdir.



2.3 Ailevi Akdeniz Atesi *’nde Bashca Klinik Bulgular
Asagidaki semptomlar Ozgiin olmamakla birlikte kuvvetle AAA tanisim

desteklemektedir (42).

2.3.1 Ates

Ates, hastaligin en tipik bulgularindan biridir. Bazi ataklarda ates tek bulgu
olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Hatta, %2 olguda ataklar yalnizca atesle
seyretmektedir. Ates hizla 38.5-39 °C’ye ¢ikip genellikle 24-48 saat sonra normale
donmektedir. Hastalarda subfebril ates saptanabilecegi gibi, az sayida olguda ataklar

sirasinda ates goriilmemektedir.

2.3.2 Karn agrisi
Hastalarin hemen tiimiinde karin agris1 olmaktadir. Karin agrist AAA’nin en sik
ortaya cikis seklidir ve olgularin ortalama %350’sinde ilk semptom olarak karsimiza

cikmaktadir. Ataklar genellikle 24-48 saat icinde sona ermektedir.

2.3.3 Plevral ve perikardiyal semptomlar
Plevral atak genellikle 48 saat i¢inde kendini sinirlayan ve hastalarin % 25-
80’inde goriilebilen bir semptomdur. Nefes alip vermekle batici tarzda agriya neden

olur ve agr1 olan tarafda solunum seslerinde azalma goriiliir.

2.3.4 Eklem bulgulan

Atesli ataklara eslik eden sinovyal semptomlar hastalarin ortalama %50-75’inde
goriilmektedir. Eklem bulgularinin  sikligi da etnik kokene gore degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu semptomlarin ortaya cikist mindr travma ya da egzersizle

presipite olabilmektedir.

2.3.5 Dermatolojik semptomlar

AAA’da erizipele benzer deri dokiintiisii ataklar1 olabilmektedir. Bazen dokiintii
ve ates, AAA’nin tek gostergesi olabilmektedir. Dokiintii AAA icin karakteristik bir
bulgu olarak kabul edilmektedir. Genellikle 10 cm biiyiikliigiinde olan lezyonlar en sik

olarak unilateral ya da bilateral olarak bacak 6n yiizlerinde goriilmektedir.



2.3.6 Kas semptomlar:
AAA’li hastalarin ortalama % 20’sinde kas agrilar1 goriilebilmektedir. Kas
bulgulari, baslica alt ekstremitelerde, egzersizin presipite ettigi ve birkac saat ile birkac

giin devam edebilen ve ¢ok siddetli olmayan agr1 ile karakterizedir.

2.3.7 Amiloidoz

AAA hastaliginin bir diger 6zelligi, hastalarin 6nemli bir kisminda sekonder
(AA tipi) amiloidoza neden olabilmesidir. Amiloidoz gelisme siklig1 etnik farklilik
gostermektedir. Tiirklerde amiloidoz gelisimi diger etnik gruplara gore oldukca

yiiksektir. Nefroloji Bilim Dalindan bildirilen ¢alismalarda amiloidoz gelisimi siklig1

Tirklerde %60’lara kadar ¢ikabilmektedir (43,44).

AAA olan hastalarda genel popililasyona kiyasla inflamatuar barsak

hastaliklarinin sikliginda belirgin bir artis gdzlenmistir (45).

2.4 Ailevi Akdeniz Atesi’nin Patogenezi

AAA otozomal resesif gegis gosteren kalitimsal bir hastaliktir. Genellikle
otozomal dominant ge¢is diglanmakla birlikte tasiyici olan olgularin ¢oklugundan dolay1
tanimlanmayan yalanci-dominant kalittm da siktir (46). AAA bulgulart genellikle
cocuklukta veya ergenlikte ortaya c¢ikmaktadir. Hastalarin %90’inda 20 yasina
geldiginde ilk atak gerceklesmektedir. Hastalar ataklar arast donemde uzamis artrit
olgular1 disinda asemptomatiktir. AAA’da ataklar presipite eden faktorlerin ne oldugu
net olarak bilinmemektedir. Ancak ataklar1 uyaran faktorlerin yorgunluk, yogun fiziksel
aktivite ya da emosyonel stresin olabilecegi sOylenmektedir. Kimi hastada stresle atak
provoke oldugundan katekolamin metabolizmasindaki bozukluklarin AAA’ya yol
acabilecegi bildirilmistir. Bozukluk dogumsal olarak ortaya ¢ikmakta ve asir1 endojen
katekolamin salinimi ile sonuglanmaktadir. Nitekim AAA’l1 bir Japon’un tedavisinde
antiadrenerjik bir ajan olan reserpin kullanilmis ve atak siddetini belirgin derecede

azalttig1 gosterilmistir (47).



2.4.1 Ailevi Akdeniz Atesi’nin Patogenezinde inflamasyonun Rolii:

AAA patogenezinde, immiin aktivasyon/inflamasyon mekanizmalarinda kontrol
bozuklugu on plandadir. Oncelikle dogal (innate) immiin sistemde bir aksama
bulunmakla beraber, edinsel (adaptif) immiin sistemin de etkilendigi gozlenmistir. T
hiicreleri ve dogal katil (natural killer) hiicreleri arasindaki denge bozulmustur. Supresor
T hiicre aktivitesinin ve mononiikleer hiicrelerde kemotaktik aktivitenin azaldig1 ve Thl
polarizasyonunun oldugu gosterilmistir (48). Serozal sivilarda C5a ve IL-8 inhibitorii
eksikligi, poliklonal immunglobulin artisi, supresdr T hiicre aktivitesinde azalma ve
baz1 otoantikorlarin varligi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda ataklar sirasinda IL-1 ve
TNF-a’nin anlaml derecede azaldig1 gosterilmistir. Atak dist AAA hastalarinda normal
kontrollere gore artmis bulunan IL-6, IL-8, TNF-a ve dolasan E-selektin ve L-selektin
diizeyleri kolsisin tedavisinden sonra anlamli derecede azalmistir. Serumda artmig
dolasan interselliller adezyon molekiili-1 (sICAM-1) ve IL-8 diizeyleri, 16kosit
adezyonuna ve dokularda 16kosit birikimine neden olabilir. SICAM-1 ve IL-8 atak
doneminde yiiksek diizeyde bulunur. SICAM-1 diizeyleri, ayrica remisyonda da yiiksek
bulunmustur. Bir ¢calismada AAA olan kadin ve erkeklerin IL-1B diizeyleri anlaml
olarak artmis bulunmus ve IL-1B diizeylerinin patogenezde Onemli rolii oldugu
vurgulanmistir. Yine AAA hastalar1 ve heterozigot tasiyicilarda fibrinojen diizeyleri
yiiksek tesbit edilmis, hastaligin genetik yapisinin MEFV tasiyicilifinin gostergesi
olabilecegi vurgulanmistir. Hastalarin nétrofilleri sicak ve hipotonisiteye daha ¢ok
lizozim salgilayarak yanit vermekte ve monositlerinin prokoagiilan aktivitesi kontrollere
gore daha yliksek olabilmektedir. Bu fark endotoksin stimiilasyonu ile daha belirgin

hale gelmektedir.

Otozomal resesif gegisli olan AAA hastaligina neden oldugu diisiiniilen gen
MEFV, pirin/marenostrin adi verilen ve normal sartlarda inflamasyonu kontrol altinda

tutmaya yarayan bir proteini kodlamaktadir.

AAA’da inflamasyon ataklarinin periyodik olarak gelismesi proteinin normal
sartlarda gorevini yerine getirebilirken, stres durumunda yeterli diizeye ulasamamasi ve
inflamasyonu kontrol edici gorevini yerine getirememesinin hastalik bulgularina neden
oldugu diisliniilmektedir. Dolayisiyla genetik mutasyonlarin yanisira, ¢evresel

tetikleyicilerin de AAA patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.



Patogenezde ileri siirlilen en 6nemli hipotez, pirin/marenostrin’in notrofil aracili
inflamasyonu baskilamasinda aksama olmasidir. MEFV geninde mutasyon olustugunda
ortaya ¢ikan fonksiyonel degisiklikler, inflamasyon kontroliinii aksatabilmektedir. Bu
durumda, ¢esitli nedenlerle uyarilan inflamatuar reaksiyonlar durdurulamamakta ve ates
ile birlikte, periton, plevra, eklemler ve deri gibi belirli bolgelere sinirli inflamasyon

ataklariyla klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir.

2.4.2 Ailevi Akdeniz Atesi’nin Tani ve Tedavisi
AAA tanisin1 koymada klinik semptomlar, aile anamnezi ve laboratuar-genetik

bilgiler birlikte kullanilmaktadir.

AAA klinik tanisinda farkli kriterler kullanilmaktadir. Klinik pratikte en sik
kullanilan Tel-Hashomer kriterleridir. Kesin tan1 i¢in 2 major kriter veya 1 major+2

mindr kriter; olasi tan1 i¢in 1 major+1 minor kriter bulunmalidir (Tablo 2.2).

Tablo 2-2: Tel-Hashomer Kkriterleri

Kriterler Klinik bulgular

Peritonit, sinovit veya pldritin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklari

Major Kkriterler
Kolaylastirici bir hastalik olmaksizin AA tipi amiloidoz olmasi

Kolsisin tedavisine iyi yanit

Tekrarlayan atesli ataklar

Minor Kkriterler . .
° erle Erizipel benzeri eritem

Birinci derece akrabalarda AAA olmasi
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Ancak AAA’da kesin taniy1 koyabilmek icin molekiiler diizeyde mutasyon
analizlerinin yapilmast da miimkiindiir. AAA lokusundaki mutasyonlar ¢ogunlukla
ekson 10 ve ekson 2’de toplanmistir. Bugiine kadar 50°den fazla AAA ile iliskili
mutasyon tanimlanmistir. Bununla birlikte, klinik olarak AAA tanist konan hastalarin
yaklagik %20 kadarinda sadece bir mutasyon saptanabilmekte, %5-15 kadarinda da
MEFV geninde hi¢ kodlayic1 bolge mutasyonu bulunmamaktadir. Dolayisiyla, AAA
hastalig1 icin genetik heterojenite s6z konusu olabilir ve bugiin i¢in biitiin hastalara

sadece molekiiler genetik yontemleri kullanarak kesin tan1 koymak miimkiin degildir.

Mutasyon analizi farkli sekillerde yapilabilmektedir. Mutasyon analizi igin
Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilmaktadir. PCR hizli ve ¢ok

yonlii bir metod olup hedef DNA dizilerinin ¢ogaltilarak tanimlanmasini saglamaktadir.

Hastaligin tedavisinde 1972’den bu yana kolsisin kullanilmaktadir (49).

Kolsisin, hastaligin bilinen tek tedavisidir.

2.5 MEFV Geni ve Mutasyonlar

16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) 15 kb’lik bir bolgeyi kapsayan MEFV
geni 10 ekzondan olugsmakta ve 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Bu genle
ilgili ilk analizlerde klonlanan cDNA’da dort tane hatali amino asit kodlayan (missense)
mutasyon (M680I, M694V, V726A, M694l) tanimlanmistir. M6941 mutasyonunu
Fransiz AAA konsorsiyumu tarafindan dordiincii mutasyon olarak tanimlamistir. Daha
sonra tanimlanan yeni mutasyonlar arasinda, 692°de delesyon, K695R, A744S, R761H,
ekson 5’de F479L ve ekson 2’de E148Q, E167D, T2671 sayilabilir. 2001 yilinda ilk kez
stop kodon igceren (nonsense) AAA mutasyonu olan Y688X tanimlanmustir (50,51,52).
Bugiin hastalikla iligkili mutasyon sayist 50’nin iizerindedir. Tablo 2-3 ’de en sik

goriilen gen mutasyonlari gosterilmistir (53).
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Tablo 2-3: MEFV gen mutasyonlarinin spektrumu (53)

Eksonlar Mutasyonlar Hastahk
Ekson-1 mutasyonlari R42W, A89T AAA
(pirin bolgesi)
Ekson-2 mutasyonlari Li1oP AAA
Tekrarlayan
C390-391ins
Eklem Agris1
S1411 AAA
AAA
E148Q non-spersifik
inflamasyon
E148V,E163A,E167D,S1791,E230K,E251K,T2671,A268V, AAA
P283R,P283L,A289V,G304R
Ekson-3 mutasyonlari E319K,R329H,R354W,P369S AAA
Ekson-5 mutasyonlar E474K,H478Y,F479L,V487M,R501G AAA
I591T AAA

Ekson-9 mutasyonlari

G6328,1640M,P646L.,1.649P,R653H,E656 AG678E,M680L,
M8ol G>C, M68ol G>A,T6811,Y 688X,
Ekson-10 mutasyonlari Al692 2074-6, Al692 2074-8, AAA
(B30.2 bolgesi)
AM694,M694V ,M694L.,M6941,K695R,
K695M,V7041,1720M,V726A,A744S,P758S,R761H

Genin olusturdugu proteine pirin/marenosterin isimleri verilmistir. Bu protein
daha ¢ok graniilositlerde ve aktive monositlerde yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir.
Ekson 10’daki M694V, M680I, V726A, M694l, tasiyict ve hasta kromozomlardaki
mutasyonlarin %85’ini olusturmaktadir. Baz1 hastalarda bir haplotipte ¢ifte mutasyon
goriilmektedir. Ozellikle Israilli baz1 AAA olan hastalarda, ayn1 haplotipte V726A ile
E148Q mutasyonu birlikte tasinmaktadir.

10. eksondaki M680I, M694V, K695R, V726A, A744S, R761H mutasyonlariyla
[692del mutasyonu konservatif 6zelliktedir. Daha az konservatif olan E148Q, E167D,
T2671, F479L mutasyonlari, olusacak proteinin N ucunun en son kismini etkiledikleri
i¢in 1yi tolere edilebilirler, zaten bu bolgede konservatif olmayan ve R202Q ad1 verilen
aminoasit polimorfizmi de bulunmaktadir. Tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu hatal
kodlamaya neden olan, iki tanesi de okuma cercevesini degistirmeyen mutasyonlardir
ve bu nedenle olusan anormal gen iiriiniinde herhangi bir protein degisimi

gozlenmemistir.
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Hastalifa yol acan mutasyonlarin biiyiikk ¢ogunlugu pirin proteininin B30.2
bolgesini kodlayan dizide bulunmaktadir (54). Bu bolge, pirin proteininin asil islevini
gordiigii N-ucundaki pirin bolgesinin tam zit ucunda olmakla beraber, proteinin

islevinde son derece 6nemli bir bolge oldugu diisiiniilmektedir.

Hastaliga ait degisik klinik bulgular ile ortaya ¢ikan mutasyonlarin cinsi
arasinda c¢ok net bir fenotip/genotip iliskisi bulunmamaktadir. Bununla birlikte, AAA ve
amiloidoz arasindaki iliskide mutasyonlarin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Sistemik
amiloidozu olan olgularda, en ciddi mutasyon kabul edilen M694V nin siklig1 artmis
bulunmaktadir. Ozellikle Yahudilerde M694V mutasyonu sikhigi goreceli olarak

artmistir. Amiloidoz ise bu etnik kokende daha sik olarak goriilmektedir.

MEFV gen mutasyonu ile hastaligin agir seyri arasinda iliski kurulmus ve
M694V mutasyonu tasiyan bireylerde hastalifin daha agir seyrettigi goriilmiistiir.
Ancak ayn1 mutasyonu tastyan Tiirklerde, bununla uyumlu olmayan gozlemler de
bildirilmistir. Bu da hastaligin seyrinde bilinmeyen g¢evresel etmenler ya da etnik

kokene bagli genetik degisikliklerin de rol oynayabilecegini gostermektedir.

MEFV genindeki mutasyonlarin AAA hastaligina neden oldugunu diisiindiiren
yeterince kanit bulunsa da, AAA hastaliginin kesin patogenezi net olarak
aciklanamamustir. Bu durum hastalikla ilgili ¢calismalar yapilmasia onciiliik etmistir.
AAA’nin yaygin oldugu etnik gruplarda en sik goriilen mutasyonlarin hi¢gbiri normalden

daha kisa bir protein olusmasina neden olmamaktadir.

2.6 Pirin-Marenostrin Proteini

MEFV geni 16.kromozomun kisa kolunda (16p13.3) 10 ekzondan olusan 781
aminoasitlik proteini kodlayan bir gen oldugunu biliyoruz. Kodlanan pozitif yiikli
proteine marenostrin/ pirin , isimleri verilmektedir.Pirin proteini 6zellikle nétrofillerde
ve uyarilmig monositlerde eksprese olmaktadir ve fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Interferon-gama (IFN-y) ve TNF gibi inflamatuar medyatdrler genin
eksprese olmasini artirabilmektedir (55,56). MEFV geninin sadece miyeloid hiicre
dizilerinde degil kas, akciger, dalak, kolon ve prostatta da eksprese oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 2-1: Pirin proteininin bolgeleri (domain)

Pirin proteini 4 bdlgeden olusur: N-terminal ucunda PYD/DAPIN/PAAD
bolgesi, B-Box, Coiled coil ve C-terminal ucunda B.30.2/rfp/SPRY bdlgesi
bulunur.(Sekil 2-1) Proteinin amino ucunda yer alan 92 aminoasitlik bolge ilk kez pirin
proteini ile tanimlanmis ve 6zellikle apoptozda gorev alan 6liim/apoptoz bolgesi (DD),
Olim efektor bolgesi (DED) ve kaspaz toplayici bolgesi (CARD) ile benzerlik
gosterdigi anlasilmistir. Bu protein boliimii de PYD olarak adlandirilmaktadir. Bu
boliim diger inflamazom proteinleri ile etkilesimde ve apoptozda, dolayisiyla proteinin
fonksiyonlarinda anahtar rol oynar. B-Box ve CC (Coiled Coil) bolgelerinin yap1 ve

fonksiyonlar1 simdilik bilinmemektedir.

Pirin boélgesinin DD siiper ailesinin bir {iyesi oldugu anlasilmigtir. Pirin
bolgesinin yapisi klasik DD kivrimlarina goére diizenlenmis 6 alfa heliksten olusmustur
(57,58,59). DD igeren proteinler apoptoz ve inflamatuar yanittan sorumlu olan
proteinlerdir. CARD ve DED ailesi proteinleri interseliiler sistein proteazlar olan
kaspazlarin aktivasyonunda yer alirlar (22). DD siiperailesine ait 6 heliksten olugmus
proteinler, helikslerin arasinda spiral yapan bdlgelerinin ve helikslerinin uzunluklari
bakimindan birbirlerinden farklilik gostermektedirler. Bu farkin protein fonksiyonlari
lizerine etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli DD alt gruplarindan olan bolgeler
birbirlerini etkileme egilimindedirler. Biyolojik ©Onemleriyle orantili olarak, self
asosiyasyonlarina bagl olan zayif ¢oziintirliikklerine ragmen DD, DED ve CARD igeren

bir ¢ok yap1 tanimlanmistir (60,61,62).

Protein Data Bank (PDB) daki arastirmaya gore Pirin bolgesine yapisal olarak
en ¢ok benzeyen proteinler DED, DD iceren Fas adaptor proteini (FADD), onu takiben
CARD protein grubuna ait prokaspaz-9 ve TNF reseptorii (TNFR) DD bélgesidir (Sekil
2-2).
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Pirin proteininin karboksi ucuna yakin bolgedeki B30.2 boliimii, en cok
mutasyonun saptandigi yerdir ve pirin fonksiyonlarini tanimlamak ig¢in olduk¢a onemli
oldugu diistintilmektedir. B30.2 boliimii ile pirin, sistemik lupus eritematozus (SLE) ve
Sjogren sendromunda otoantijen olarak tanimlanmis, bir riboniikleoprotein olan
“R052/SSA’” Ro-Ret protein ailesine benzerlik  gostermektedir.  Ayrica
pirin/marenostrin proteinin bilinen iki antiinflamatuar proteinle de analog oldugu
goriilmektedir. Bunlar rptl (regulatory protein lymphocyte 1) ve staff 50 proteinleridir
(63). Yapilan homoloji arastirmalar1 pirinin niikleer lokalizasyon sinyallerine de sahip

oldugunu gostermistir.

Pirin (PYD) bdlgesi iceren proteinlerin bir kisminin ekspresyonu siirekli olabilir
(PAN2 ASC), bazilar1 da direkt olarak konagin savunmasinda gdrev alan hiicrelerde
tiretilir (makrofajlar, notrofiller, lenfositler). Pirin ekspresyonun modiile eden uyarilar
heniiz tam olarak bilinmemekle beraber, inflamatuar sitokinler ve LPS’in etkisinin
olabilecegi diisliniilmektedir. LPS ve TNF-a gibi inflamatuar mediatorler kriyopirinin
ekspresyonunu regiile ederler. Bunun sonucunda da inflamasyon bdlgelerinde de

kriyopirin ekspresyonu artar (64).



Sekil 2-2: Pirin, DED, CARD ve DD bélgelerinin yapisal karsilastirmasi (20)

a) ASC’in PYD (pirin) bolgesi 6 heliks ile numaralandirtlmisgtir.
b) FADD’in DED bolgesi

c¢) Kaspaz-9’un CARD bélgesi

d) TNFR’nin DD bdlgesi

15
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2.6.1 Kriyopirin Proteini

Pirin boélgesi ile iligkili olan bagka bir protein de kriyopirindir. Ailesel soguk
otoinflamatuar sendromundan sorumlu CIAS-1 geninin iirlinii olan Kriyopirin, PYD ve
NACHT bélgeleri igeren (PAN) ailesi proteinlerinin bir iiyesidir. insanda bu aileye
giren proteinlerin sayis1 15°dir (Sekil 2-3).

Bu proteinler 3 boélgenin karakteristik kombinasyonlarini igerirler. Bunlar PYD
(pirin) bolgesi, spesifik bir niikleotid baglanma kivrimi-oligomerizasyon (NACHT)
bolgesi ve birgok birbiri ardina olan kopyadan olusan 16sinden zengin tekrar (LRR)

bolgeleridir (65,66).

NACHT bolgesini iceren 20 farkli protein igerisinde, inflamatuar hastaliklarla
iligkili kalitsal mutasyonlar NOD2 geninde de belirlenmistir. NOD2 geni de kriyopirin
ile benzer yapida bir protein sentezler. Aralarindaki tek fark kriyopirindeki PYD bolgesi
yerine bir ¢ift CARD bulunmasidir. NOD2 genindeki mutasyonlarin Crohn hastaligi ve
Blau sendromu ile iliskili oldugu gosterilmistir (67).

A Pirin ailesi proteinleri B ligkili proteinler

N0 404 CARD e I 55
MoD2CARD1S GARD 1 CARD e JRON= YD) 0
ALY AR e R 1)

Casgyln 0pll, p

Py T .o PR

BAN MALP PAPAF e

HOD, CATERPILLER
WHIIWH‘LFWW

NACKALPY (g8
CARDTIEFCAP

D' ToII-I|ke reseptor
TR0

Sekil 2-3: Pirin Bolgesi ve iliskili oldugu proteinler (68)
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2.7 Apoptoz ve inflamasyon Mekanizmasi
Apoptoz yaglanmig, fonksiyonunu yitirmis, fazla tretilmis, diizensiz gelismis
veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma i¢in giivenli bir sekilde yok

edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (69).

Apoptoz rejenerasyon ve tamir olaylarinda, hiicresel homeostazin saglanmasinda
ve organ biiyiikliiklerinin korunmasinda énemlidir. Apoptozun artmasi ndrodejeneratif
hastaliklara ve AIDS’de goriilen lenfosit yetersizli§ine, azalmasi ise malignite ve

otoimmun hastaliklara yol agabilir (70,71).

Apoptoz hiicre i¢ginden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer.
Bu asamalar; apoptozun baslatilmasi, hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,
hiicrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugmasi ve fagositoz olarak

Ozetlenebilir (Sekil 2-4).

SINYAL

‘lll‘lll‘

KASPAZ AKTIVASYONU

& § N

Endonukleaz Hucre iskeletinde Hiicre ylizeyinde

aktivitesi ile DNA dedisiklikler degisiklikler

-
FAGOSITOZ

Sekil 2-4: Apoptoz Basamaklari

Hiicre ig¢inden veya disindan gelen sinyaller, kaspazlar1 aktive eder. Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak,
hiicre i¢i degisikliklere neden olur. Sonugta hiicre pargalanarak apoptotik cisimlere ayrilir. Apoptotik cisimler
fagositoz yoluyla yok edilirler.
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2.8 Kaspazlarin Yapisi ve Siniflandirmasi

Kaspazlar (sistein iceren, aspartata-O0zgii proteazlar,/cysteine-containing
aspartate-spesific proteases-caspase) kalsiyumdan-bagimsiz hiicre i¢i sistein proteaz
siifinin en 6nemli boliimiinii olustururlar (72). Apoptozun son devresindeki hiicresel
substratlarin degredasyonundan sorumlu oldugu gibi, apoptozun baslatilmasinda da
kritik 6nemleri vardir. Bunlar tetrapeptid motifleri tanirlar ve substratlarini bir aspartat

rezidiistiniin karboksil tarafindan parcgalarlar.

Apoptozun gercek anlamda tam olarak mekanizmasi anlasilamamasina ragmen
apoptoz ile baglanti kurulan en O6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur (73,74).
Gilintimiize kadar insan ve farelerde 14 kaspaz tanimlanmis ve bunlarin 11 ayn
fonksiyonu gosterilmistir. Kaspaz 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 14 hem farelerde hem insanlarda
bulunurken, kaspaz 4 ve 5 sadece insanlarda, kaspaz 11 ve 12 ise sadece farelerde
bulunmaktadir. Kaspaz 12’ye ait dizi insanlarda tanimlanmistir, ancak bu dizi aktif

enzim kodlamamaktadir (Tablo 2-4).

Tablo 2-4: Belli bash kaspazlar

Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)

Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEre,)
Kaspaz-5 (ICErel,. TY)

Kaspaz-6 (Mch2)

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

Kaspaz-8 (FLICE, MchS, MACH)
Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAPG6)
Kaspaz-10 (Mch4)

Kaspaz-11 (ICH-3)

Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE)
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Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarina gore sitokin aktivasyonu yapanlar

(inflamatuar grup), apoptozu baslatanlar (baglatici-inisiyatér grup) ve apoptozu

yiiriitenler (efektor grup) olarak 3 ana grupta incelenmektedir (Tablo 2-5).

Tablo 2-5: Kaspazlarin simiflandirilmasi

Baglatic1 Kaspazlar Efektor Kaspazlar Sitokin Aktivayonu Yapanlar

Casp-2 Casp-3 Casp-1 Casp-12
Casp-9 Casp-6 Casp-4 Casp-13
Casp-10 Casp-7 Casp-5 Casp-14
Casp-8 Casp-11

Insan kaspazlarinda kaspaz 1, 4, 5 ve fare kaspazlarinda 11 ve 12 birlikte
kaspaz-1 alt grubunu olustururlar. Kaspaz-1 alt grubu Oncelikle keratinosit
diferansiyasyonunda, ayrica stresle indiiklenen apoptozda gorev alir. Tiim kaspazlar N-
terminal ucunda CARD bdlgesi tasirlar. Ancak zebra baliginda inflamatuar kaspazlarin,
N-Terminal bolgesi farkli iki alt grubu tanimlanmistir: Caspy 1 ve Caspy 2 N-

terminalde pirin bolgesi igerirken, ti¢lincii kaspaz CARD bdlgesi igermektedir.

Memelilerde 5 tane inflamatuar kaspaz bulunur ve hepsinin N-terminal ucunda
CARD bolgesi bulunmaktadir. 11. kromozomda telomere yakin yerden kaspaz 1, 5, 4 ve
12 olarak kodlanmaktadir. Farede dizilim benzer olmakla birlikte kaspaz 11, kaspaz 4
ve 5 ile yer degistirmistir. Insanlarda ayni lokusta 2 tane kaspaz 1 inhibitdrii ICEBERG
ve COP (pseudo-ICE) bulunmaktadir (75,76). Bu yapilarin da bir tane CARD bolgesi

olmakla birlikte, miirin lokusundan yoksundurlar (Sekil 2-5).



Human

CARD § CAspase Caspase-1
Caspase-4
Caspase-5

Caspasa-12*

"Oecoy™
lceberg Caspases

Cop

Mouse Zebrafish

: Caspase-1 r.ﬂpd Caspase-1
(carn ] caspase Caspase-11 m caspase Caspy1

Caspase-12 Caspy?

E:{b -,
& &£ &
& &g? &
F &
Mouse 9 A1

Human 11g22

Sekil 2-5: inflamatuar kaspazlar (77)
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2.8.1 Kaspazlarin Aktivasyonu ve Kaspaz Aktive Edici Platform

Kaspazlar hiicre i¢cinde inaktif monomerler (zimojen form) seklinde bulunurlar.
Monomerik inaktif prekiirsorler dimerizasyon (oligomerizasyon) ile aktif hale geger.
Ayrica baslatict kaspazlarin yapimi aktif enzimin stabilizasyonunda rol oynar (78).
Baslatic1 kaspazlarin dimerizasyonu multipl kaspaz molekiillerin katildigi bir kompleks

seklinde gerceklesmektedir.

Kaspaz aktive edici molekiiller yapisal olarak 3 bolimden olugmaktadirlar.

(Sekil 2-6).

. . .. Ligand Algilama  Oligomerizasyon Etkilesme
Bolgelerin Rolii Bélgesi Bolgesi Bélgesi
Kaspaz aktive edici LRR NB-ARC SED
platformda bulunan WD40 NACHT CARD

-

bolgeler f PYD

& : " q

Yapl f;_{ 1} -‘,ei,: “‘w‘&y ¢ s
W T

Kivrim Cinsi  Tekrarlayici Kivriim  AAA+/NOD Kivrimi  Oliim Kivrimi

Sekil 2-6: Kaspaz aktive edici molekiillerin yapisi (77)

1- Kaspaz aktive edici molekiiller baslatici kaspazlarin Oncii-bolgesi (pro-
domain) ile etkilesen bir bolge igerirler. Baglatici kaspazlarin 6ncii-bolgesi 6liim kivrimi
(death-fold/DF) ailesinden oldugu icin, aktive edici molekiillerde de DF bolgesi
bulunmalidir. DF ailesi 4 bolge icermektedir: Bu bolgeler DD, DED, CARD ve PYD
bolgeleridir (79).

2- Kaspaz aktive edici platformun ikinci 6zelligi oligomerizasyon ya da
dimerizasyona uygun bir yap1 icermesidir. Bu yapilar NACHT ya da NB-ARC
bolgeleridir ve kaspaz aktive edici sistemde oligomerizasyondan sorumlu motiflerdir.
Her iki bolge de niikleotidleri bagladiklar1 i¢in niikleotid baglanma bolgeleri (NBS) ya

da niikleotid baglanma ve oligomerizasyon bolgeleri (NOD) olarak adlandirilirlar.
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3- Kaspaz aktive edici platformda {i¢lincii 6nemli yapi, aktiviteyi regiile eden
bolgedir. Kaspaz aktive edici platform sitoplazmada inaktif monomerler halinde
bulunur ve sadece spesifik bir sinyal varliginda, ligandin baglanmast ve
oligomerizasyonunu takiben aktivasyonu gerceklesir. Aktive edici sinyal yoklugunda
platform inaktif bir yapida kalir. Liganda duyarli bolgeler, LRR ya da Apafl’deki
WDA40 bolgeleridir.

En iyi tanimlanmis kaspaz aktive edici platform Apaf 1 igceren apoptozomdur.
Apoptoz, ya Fas/FADD/kaspaz-8 yolundan, ya da Apaf-1-kaspaz 9 yolundan
gergeklesir (80).

2.8.2 Kaspaz -1’in Aktivasyonunu Saglayan NOD-LRR Ailesi Uyeleri

NOD-LRR ailesi, diger isimleri ile CATERPILLAR, PAN, PYPAF kaspaz
aktive edici platformun tiim 6zelliklerini tagiyan bir ailedir. Kendi i¢inde CIITA, NOD,
Ipaf ve NALP alt gruplarina ayrilir (81).

NOD-LRR proteinleri yapisal olarak Apaf-1 ile homologdur. NOD-LRR
ailesinin lyeleri kaspaz etkilesimi i¢cin CARD ya da PYD bolgesine sahiptir.
Oligomerizasyon bolgesi olarak da tipik olarak NACHT bolgesi igerir. Ligand duyarl
bolgeleri de LRR iizerindedir. Patojenlere ait molekiilleri tanima islevi NOD-LRR
ailesinin hafizasi ile yapilmaktadir. NOD-LRR ailesinin 2 alt grubu olan NODI1 ve
NOD2 bakteriyel muropeptidlerin taninmasini saglar. NOD1 ve NOD2’nin ekspresyon
fazlaligt NF-«B’nin aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Bu etkilesim CARD bdolgesi
tizerinden gergeklesir. Muropeptidler, NOD2’nin LRR bdlgesine baglanir. Bu baglanma
sonucunda NOD2’nin CARD bdélgesi RIP2’nin CARD bdlgesine baglanir, RIP2 aktive
olur ve ardindan NF-«xB aktivasyonu gerceklesir (82) (Sekil 2-7).

NOD-LRR ailesinin iki iiyesi olan Ipaf ve NALP inflamatuar kaspazlarin
aktivasyonunda rol oynarlar. NALP proteinleri kaspaz 1 aktivasyonunda ve kaspaz 5
aktivasyonunda rol almaktadir. NALP1, NALP2, NALP3 (kriyopirin ve PYPAF1 olarak
da biliniyor), NALP6 (PYPAFS5), NALP12 (PYPAF7) proteinleri ASC’ye baglanarak
kaspaz 1’in aktivasyonunu saglarlar (83). Ipaf fonksiyonel olarak kaspaz 1’1 aktive eder
ve ekspresyonunu arttirir. Kisacast Ipaf kaspaz 1 aktive edici protein olarak

tanimlanabilir (84).
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Ipaf proteininin uyarani bilinmemektedir. Ancak LRR uyarani algiladiginda
Ipaf’in CARD bolgesi kaspaz 1’in CARD bolgesi ile etkileserek aktif hale gelmesini
saglar; bunun sonucunda apoptoz ve sitokin aktivasyonu gergeklesir. NALP3
proteininin de uyaranlar1 tam olarak bilinmemektedir. Yeni yayinlanan 3 makale iirik
asit, bakteri RNA’s1, ATP ve flagellin ile kriyopirinin uyarilabildigini gostermistir
(85,86,87). Ligand sensor bolgesi LRR uyaran algiladiginda NALP3’iin PYD bdélgesi,
ASC’nin PYD bolgesi ile etkilesir. Bu etkilesim sonucunda ASC’nin CARD bolgesi
kaspaz 1’in CARD boélgesine baglanarak aktif hale gelmesini saglar; sonugta, sitokin

aktivasyonu ve apoptoz gerceklesir.

NOD-LRR

Ligand Reseptor Adaptor Efektor Efekt

e Wl I =l

o B Apoptoz

Apoptozom Cytochrome Caspase-d
c
1
CARD g BlEES] NF-kB ve
NOD2 st r*] inflamasyon|
kompleks  P%P NOD2 RIP2
I A toz/
poptoz
: IPAF Sitokin
Inflamazom Caspase-1 Aktivasyon
' ad : - Sitokin
NALP3 Aktivasyon/
| Inflamazom ASC Caspase-1 Apoptoz

| | |
] Apoptoz

Fas L Fas FADD Caspase-8

Sekil 2-7: Kaspaz aktivasyon paltformu (77)
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2.8.3 inflamasyonda CASP1 (ICE / IL-1 B Déniistiicii Enzim)’in Yeri ve Onemi

Bir¢ok kaspaz apoptozun indiiklenmesiyle ilgili olsa da, bu ailenin iiyelerinden
bazilar1 CASP1 diger adiyla IL-1-donistiirtici enzim (IL-1B converting enzyme-ICE),
IL-1p ve IL-18 gibi inflamatuar sitokinlerin proteolitik islenmesinden ve

aktivasyonundan sorumludur.

CASP1 (ICE) memeli hiicrelerinde bulunan ilk kaspaz olmasmin yani sira
inflamasyonda 6nemli rol oynayan bir sitokin olan pro IL-1 B’nin 31-kDa’luk inaktif
formunu, 17-kDa’luk aktif forma doniistiirmesiyle de iyi bilinmektedir (88). CASP1
apoptotik siirecin temel komponentlerinden biri olmasa bile bir¢ok sistemde apoptoza
sebep oldugu bildirilmistir. Ornek olarak kaspaz 1’in ekspresyonu fibroblastlarda
apoptoza neden olur ve bakteriyle infekte olmus makrofajlarin apoptozu i¢in de kaspaz-

1 gereklidir (89,90).

Bagska caligmalar da Huntington gibi noérodejeneratif hastaliklarin

patogenezindeki proapoptotik roliinii agiklamaktadir.

CASPI1, 11g22—q23 kromozomunda lokalize olmustur. CASP1 10 eksona
sahiptir ve en az 10.6 kb’lik bir bolgeyi kapsar (91).

CASP1 temel olarak hiicrelerin sitoplazmalarinda 45-kDa’luk proformu ile
mevcuttur. Aktivasyondan dnce prokaspaz-1 kii¢lik fonksiyonel fragmentlere pargalanir.

Aktif CASP1 iki genis p20 ve iki kii¢iik p10 alt tinitelerinden olusur (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Kaspaz-1 mRNA izoformlari (93)

Dolgun barlar 9 adet eksonu,ince ¢izgilerde kesim bdlgelerini gostermektedir.
PRO: Pro-domain, 6ncii-bolge i¢indeki gri bolge de CARD’1 géstermektedir

CASP1 geninin alternatif kesimi sonucunda 5 adet transkript varyanti

olusmusur. Bunlar a, B, vy, 0 ve ¢ izoformlaridir. CASP-1a ICE ve IL-1 B prekiirsoriini

ayirir. CASP1 B ve y'nmin da aym islevi gordiigii sanilmaktadir. CASP-1 ¢ ICE’nin

kesilmis formunu olusturmaktadir. p20 zincirine baglanarak CASP-1’in aktivitesini

engellemektedir. Ayrica o, B, y izoformlar1 apoptoz olustururlar, izoform &’ nin

apoptotik bir etkisi yoktur. Izoform ¢ de hiicrenin yasamim siirdiirmesini saglar (92).
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Onceleri tanimlanmis olan bu 5 alternatif kesim varyantindan sonra CASP-1 {
adinda CASP1’in yeni bir izoformu tanimlanmistir.Yeni izoform (, a izoformu ile
aynidir. Aralarindaki tek fark bu yeni izoformun prokaspaz-1’in 6ncii-bolge kodlama
bolgesinde 79 niikleotitlik bir eksik bulunmasidir. Yeni olusan protein Prokaspaz-1

a’nin N- terminalindeki CARD bdlgesinden 39 aminoasit eksiktir (93).

QACRG pentapeptidini igeren ve CASP1’in aktif boliimiinii olugturan Cys 285
p20°’nin karboksi ucuna yakin lokalize olmustur. Prokaspaz-1’in ana kismim1 CARD
olusturur. Oncii-bolgeler kaspazlarin 6énemli bir kismmi olusturur. Prokaspazlar bu
boliimden kesilerek aktive olurlar. Kaspaz-1’in dncii-bolgesinin diger CARD tasiyan
proteinlerle baglanarak inflamasyon gibi biyolojik islevlerde de anahtar rolii oynadigi

distiniilmektedir (Sekil 2-8).

2.8.4 CASP1’in immiin yamttaki rolii
C. elegans’daki Ced-3’tin memelilerdeki karsiliginin CASP1’in oldugunun
anlasilmas1 ve bu iki genin fazla ekspresyonunun apoptozu tesvik etmesi, CASP1’e

yonelik arastirmalari artirmigtir.

CASP1 kaspaz gen ailesinin genetik olarak inaktive edilmis ilk liyesidir. Yapilan
knock-out ¢aligmalar1 bize CASP1’in immiin yanit regiilasyonundaki roliiniin 6nemini
ayn1 zamanda da, biitiin apoptotik yollarda da gdrev almadigini kanitlamistir (94).
CASP1—/— farelerde olgun IL-1B olusumu tespit edilememistir. Ayrica IL-1a , IL-6,
TNF-o ve IFN-y iiretiminde de bozukluklar gbze ¢arpmaktadir. CASP1—/— farelerin
makrofajlarinda LPS-indiikklenmis IFN-y {iretiminde bozukluklar vardir ve bunlar
endotoksinlerin letal efektlerine kars1 yiiksek derecede direng gosterirler (95). Kaspaz-
1I’in farmakolojik blokaj1 ya da delesyonuyla nekroz, ddem olusumu ve deneysel olarak
indiiklenmis pankreatitte lipaz ve amilaz serum diizeylerinde artig goriilmektedir. Bu da

bize CASP1’in proinflamatuar roliinii kanitlamaktadir (96).
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2.9 Sitokinler

Immiin sistemin hormonlar1 olarak da tanimlanabilecek olan sitokinler cesitli
uyaranlarin etkisi ile immiin ve non-immiin hiicrelerden sentezlenir ve hedef hiicre
davramisini etkiler. Yerel veya uzak etkileri olabilir. Glukoprotein yapisindaki bu
mediatdrlerden immiin hiicreler arasi stimiilatér veya inhibitér uyarilar tasiyanlar
interlokinler, 16kosit kemotaksisini tetikleyenler kemokinler olarak adlandirilirlar (97).
Nonspesifik immiiniteyi ve inflamasyonu artiranlar (proinflamatuar sitokinler): IL-1,

IL-6, IL-8, IFN-a, IL-15, TNF ve IFN-y’dir.

Proinflamatuar sitokinler i¢cinde TNF ve IL-1 sitokin kaskadindaki ¢ok onemli

rolleri nedeniyle proinflamatuar orkestra sefleri olarak tanimlanabilirler (Sekil 2-9).

IL-1 in biyolojik etkileri TNF ile benzerdir ve serbestlesen sitokin miktarina
baghdir. Diisiik yogunlukta bolgesel inflamatuar olaylara aracilik eder. IL-1 daha
ylksek miktarlarda salgilandiginda, kan dolagimina girer ve endokrin etkiler gosterir.
Sistemik IL-1, TNF ile birlikte atesin olusumuna neden olur. Karaciger tarafindan akut

faz proteinlerinin sentezini artirir ve metabolik zayiflamanin baglamasina neden olur

(98).
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Sekil 2-9: Interlokin 1 (IL-1) ve tiimor nekrozis faktér o ( TNF-a)
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2.9.1 IL-1 Siiper Ailesi ve IL-1p

IL-1 timosit yanitin1 yiikseltgeyen, poliklonal aktivator olarak mononiikleer
fagositlerden tiireyen bir polipeptiddir. IL-1 ve onunla iliskili IL-18 otoimmiin

hastaliklar ve inflammasyonla iligkili genlerin uyarilmasindan sorumludur (99).

IL-1a ve IL-1B mononiikleer fagositlerden salmirlar. iki IL-1 proteini iki farkli
genin Uriiniidiir. Fakat her ikisi de hiicre disinda benzer biyolojik aktiviteleri olan ve
hedef hiicrelerde ayn1i membran reseptoriinii aktive eden sitokinlerdir. IL-1p, viicudun,
mikrobiyal invazyona, inflamasyona, immunulojik reaksiyonlara verdigi yanitta anahtar
rol oynayan ve Ozellikle in vivo ates yanitinin olugsmasinda dnemli olan bir sitokindir.
Patojenik infeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda her ne kadar IL—1p kritik bir role
sahip olsa da, asir1 sitokin salgilanmasi, konaga zarar verebilir, hatta fatal olabilir. Bu
nedenle sitokin salinim1 her asamada; gen ekspresyonu, sentezi, sekresyonu ve reseptor
duyarlilig1 asamalarinda kontrol edilmektedir. IL-1p mRNA’s1 ekstraselliiler sinyallere
maruz kalan hiicrelerde bulunmamaktadir. Degisik inflammatuar uyaranlar;
endotoksinler, TNF ya da forbol ester (PMA) IL-1B sentezini indiiklerler.
Transkripsiyon faktorii NF-xB IL-1B sentezinde ©onemli rol oynar. IL-6, CSF ve
kemokinler gibi sekonder sitokinlerin indiiksiyonunda in vivo ve in vitro ¢aligmalarda

IL-1B’nin rolii oldugu gosterilmistir (98,100,101).

Bugtine kadar IL-1 siiperailesinin 10 tiyesi tanimlanmistir (Tablo 2-6). Bunlarin
sadece 4’1 etraflica calisilmistir. Diger altisinin farkli insan dokularinda varligi
kanitlanmistir, fakat bunlarin rolleri tam olarak bilinmemektedir. IL-1 gen ailesinin
oncil bu 4 iyesi IL-la, IL 1B, IL-18 ve IL-1 reseptdr antagonisti (IL-1Ra)’dir
(102,103).
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Tablo 2-6: IL-1 siiperailesinin iiyeleri

Yeni isim Eski isim Ozellikler
IL-1F1 IL-1a Agonist
IL-1F2 IL-1p Agonist
IL-1F3 IL-1Ra Antagonist
IL-1F4 IL-18;IFNy indiikleyici faktor Agonist

IL-1Hy1, FIL1§, IL-1HC,
IL-1F5 Bilinmiyor
IL-1RP¢, IL-1H4, IL-1RP1

IL-1F6 FIL-1, IL-1¢ Bilinmiyor
IL-1F7 FIL-1¢, IL-1H4, IL-1RP1 Bilinmiyor
IL-1F8 FIL-1h, IL-1H2 Bilinmiyor
IL-1F9 IL-1H1, IL-1RP2 Bilinmiyor
IL-1F10 IL-1Hy2, FKSG75 Bilinmiyor

IL-1a, IL 1B ve IL-18’in her biri baslangicta sinyal peptidi icermeyen onciil bir
molekiil olarak sentezlenmislerdir. Amino ucundaki amino asitlerinin spesifik
proteazlarla kesimi sonucunda aktif formlarint olugturmuslardir. IL 1f’nin 31 kDa’luk
onciil formu ve IL-18’in 24 kDa’luk formu biyolojik olarak inaktiftir ve aktif hale
gelebilmesi i¢in kaspaz-1 (ICE) sistein proteaziyla kesilmesi gerekmektedir. Bu kesimin
sonucunda da IL 1f’nmin 17,5 kDa’luk aktif formu ve IL- 18’in 18 kDa’luk aktif formu
meydana gelir (104,105).

IL-1 B’ nin aktiflesmesi iki yolla meydana gelir. Bunlardan birincisi NF-xB yolu
tizerinden gerceklesmektedir ve sonugta mRNA sentezi ve pro-IL-1p’miktar1 artar.
Ikinci yol da adaptdér proteinlerin iizerinden isleyen yoldur. Bu yol inflamazom
kompleksinin ATP ya da diger uyaricilar1 ile inflamasyon komponentlerinden olan
ASC’1 aktiflestirmesi, ASC’1n kaspaz 1’in aktif formunu meydana getirmesiyle devam

eder. Kaspaz 1 de IL-1 B’y1 aktiflestirerek inflamasyonun olusmasini saglar (77).

IL-1 siiperailesinin bir¢ok tiyesi 2. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. IL-18
ve IL-18 baglayict protein (IL-18BP) kromozom 11 de lokalizedir. IL-1 geni 2q14° de

lokalizedir, 6 ekson ve 5 introndan olugmustur (Sekil 2-10).
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IL-1B
5l |
H— —i — NM 000576

l Kodlanan bolge I Kodlanmayan bolge (UTR)

Sekil 2-10: IL-1B geni (106)

IL-1B knock-out fareler bu geni tasiyan farelere gore spesifik farkliliklar
gostermiglerdir. Bu ¢alismalarda IL-1B’in lokal inflamasyon sirasinda  atesin

indiiklenmesinde kritik rol oynadig1 gosterilmistir (107).

2.10 ASC’1n Fonksiyonu ve Molekiiler Yapisi

ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) nétrofillerde
inflamasyonu ve apoptozu regiile etmek iizere eksprese edilen adaptor bir proteindir.
Amino ucunda bir PYD bdélgesiyle karboksi ucunda bir CARD bdélgesi igerir. ASC’1in
PYD ve CARD bdlimleri protein-protein etkilesim bdliimleridir ve ASC’in

oligomerizasyonunda énemli rol oynarlar (108).

ASC proteininin AAA’dan sorumlu olan MEFV geninin {iriinii olan pirin ile
etkilesime girdigi ve apoptozu baglattigi bildirilmistir (109). Bir calismada siddetli
apendisit inflamasyonu gosteren hastalarin nétrofillerinde ASC’1n arttig1 gosterilmistir

(110).

ASC kaspaz 1’in aktivasyonundan sorumlu olan bir aract molekiildiir. ASC’1n
diger bir gorevi NF-kB regiilasyonudur. ASC, NF-xB’yi aktive ya da inhibe edebilir.
ASC’a ait PYD bolgesi ile POP1/ASC2’ye ait pirin bolgesine baglanmasi, NF-xB ve

prokaspaz 1 regiilasyonunda 6nemli rol oynar (21).

Bununla beraber ASC’in kaspaz 1 aktivasyonu i¢in onemi farelerde yapilan
knock-out calismalarinda agiklanmistir. ASC —/— farelerin makrofajlarinda kaspaz 1
aktivasyonu ve IL-1B ve IL-18 iiretiminde siddetli defektler gosterilmistir. ASC geni

icermeyen fareler LPS-indiiklenmis endotoksik soka direng gostermislerdir (111).
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ASC’mm kromozomal lokalizasyonu fléresan in situ hibridizasyon (FISH)
yontemiyle belirlenmis ve ASC’m 16pl11.2-p12°de lokalize oldugu tespit edilmistir
(112).

ASC genomda PYD ve CARD bélgelerinin birlikte oldugu 2 genden biridir
(digeri NALP1 dir). ASC 785-bp’lik bir cDNA’ya sahiptir ve 22-kDa’luk 195
aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. ASC’in N-ucu AAA’dan sorumlu olan MEFV

gen {irlinii pirin’in N-ucuyla yiiksek derecede homoloji gostermektedir (Sekil 2-11).
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Sekil 2-11: ASC’1n yapisi ve diger proteinlerle karsilastirilmasi (112)
A ASC’1n sematik yapisi.

B ASC’IN ¢cDNA ve amino-asit sekanslar1

C ASC, cIAP-1, cIAP-2, caspase-2, RAIDD,ve Apaf-1’in CARD bdlgelerinin siralanmasi.
D ASC ve Pirin bolgelerinin N- u¢larinin siralanmasi.
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ASC geninin 3 transkript varyant1 bildirilmistir (113). Bu transkript varyantlari
da ASC’m 3 farkli izoformunu meydana getirmektedir. izoform 1 ve 2 pirin bdlgesini

tam olarak icerirken, li¢iincii izoformun pirin bolgesini kodlayan eksonunda niikleotid

dizisi eksiktir. (Sekil 2-12).

ASC/TMS1
57 | 3’
Bl A B v 145182 izoform 2
I | B v 013258 izoform 1
B B I ™ 145183 izoform 3

I Kodlanan I Kodlanmayan Bélge(UTR)
Bolge

Sekil 2-12:ASC’1n 3 transkript varyanti

2.11 Pirin, ASC, CASP1 ve IL-1 mekanizmasi

ASC’nin CARD bélgesi, pro-kaspaz-1’in CARD bdlgesine baglanarak kaspaz 1
yapimini saglar. Kaspaz 1 de pro-IL-1B’dan IL-1B yapimim saglar. ASC’mm PYD
bolgesine de pirin proteininin PYD bolgesi baglanarak ASC’in  prokaspaz-1
molekiillerinden ayrilmas1 saglanarak IL-1B yapimi baskilanir. Pirin proteininde
mutasyon olmast  durumunda ASC proteinin  prokaspaz-1’den  ayrilmasi
gerceklesmeyecek ve siirekli kaspaz 1 yapimi ve aktif IL-1B yapimi s6z konusu

olacaktir (Sekil 2-13).

Bu bilgiler 1s18inda pirinin bir transkripsiyon faktorii olarak proinflamatuar
faktorleri kodlayan genlerin ekspresyonunu inhibe ederek ya da antiinflamatuar
proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu aktive ederek fonksiyon gosterdigi

hipotezi ileri siiriilmiistiir.
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Sekil 2-13: ASC aracihi kaspazl oligomerizasyonunda pirin proteininin rolii (114)

SOL: Proinflmatuar sitokinler ve LPS ASC’1 indiikleyerek CARD bdlgesi etkilesimleriyle Pro-kaspazl’e baglanir ve
Pro-kaspaz 1’in kaspaz 1’e oligomerizasyonu saglar. Aktif p10/p20 alt {initeleri de IL-1B’nin inaktif formundan aktif
formunun meydana gelmesini saglayarak inflamasyonu baslatir.

SAG: Antiinflamatuar sitokinler ve LPS Pirin’i indiikleyerek PYD bolgesi etkilesimleriyle ASC’a baglanmasini
saglayarak ASC-1n Kaspaz 1 ile etkilesimini engeller.
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2.11.1 Pirin ASC’a bagh CASP1 aktivasyonunu indiikler

Pirin’in ASC ile etkilesiminin kaspaz-1 aktivasyonunu arttirdigi ya da inhibe
ettigi konusunda siipheler mevcuttur. Bir dataya gore de pirin, ASC ve prokaspaz-1’in
de icinde bulundugu Ttg¢lii bir kompleks olusturur. Bu kompleks de kaspaz-1 in
otoaktivasyonunu saglar. Gergcekten de pirin ASC’a bagli kaspaz -1 aktivasyonunda
kriyopirin kadar etkindir. AAA mutasyonlarinin bir¢ogunun pirin proteininin C-
terminalinde B30.2 boliimiinde lokalize oldugu g6z Oniinde tutulursa, mutasyonlarin bu
etkilesimin gerceklestigi PYD bolgesi yoluyla degil, ama muhtemelen pirin aktivitesinin

kontroliiniin aksamasiyla inflamasyona yol actig1 sylenebilir.

Kriyopirindeki LRR bdliimii ile pirindeki B30.2 boliimii patojenlerin baglanmasi
acisindan benzerlik gosterirler. Patojenlerin bu boliimlerle etkilesimi pirin ve/veya
kriopirinin ASC’a baglanmasim1 saglamaktadir (Sekil 2-14). Bu da kaspaz-1’in

aktivasyonunu saglayarak IL-1p’nin inflamasyonla sonug¢lanan islevini baslatir (115).
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Sekil 2-14: Patojen infeksiyonlarla uyarilan Pirin ve Kriyopirin inflamazomlarinin
olusturduklar1 mekanizma (115).
Patojenlerin kriyopirin ve pirin proteinlerinin LRR veya B30.2 bolgeleriyle taninmasi, ASC’m ve Prokaspaz-1’in iki

farkli inflamazom kompleksine oligomerizasyonu. Bu kompleksler de pro-IL-1f’y1 olgun IL-1B’ya doniistiiriir. Bu da
infekte hiicrelerden ¢iktiktan sonra inflammasyonu baslatir.

PAMP, pathogen-associated molecular patterns
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC

3.1.1 Hasta ve Kontrol Grubu

Calisma grubunu, Tel Hashomer kriterlerine gore AAA tanisi konan 16 hasta
olusturdu. Bu hastalardan akut peritonit ataginin ilk 48 saati icerisinde (inflamasyon) ve
atak bulgular1 tamamen diizeldikten sonra (asemptomatik) toplanan vendz kan
orneklerinden calisildi. Ayrica kontrol grubu olarak, akut appendisit nedeniyle opere
olan 17 hasta alind1 ve ayn1 sekilde hemen operasyon dncesi donemde (inflamasyon) ve
inflamasyon bulgular1 tamamen geriledikten sonra (asemptomatik) iki 6rnek kan alindi.
Ayrica 3 tane de sepsisli hasta, ciddi inflamasyon bulgulariin etkisini gormek amaciyla
calisma grubuna dahil edildi. Sepsisli hastalardan asemptomatik donem kan 6rnekleri

alinamadi.

Calisma grubunu olusturan hasta ve kontrol grubunun kan o6rnekleri 1. U.
Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ hastaliklart Ana Bilim Dali Romatoloji Bilim Dali’nda Dr.
Fatih Selgukbiricik’in tez c¢alismasi sirasinda (2003-2005) toplanmistir. Calisma
grubunun tiimiinden kan Ornekleri alinmadan oOnce yazili bilgilendirilmis onam
almmistir (Bkz.3.1.2). Ayni orneklerin bu calisma kapsaminda kullanilabilmesi
amaciyla Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul’'una yaptigimiz basvuru sonucunda,
gerekli izin 12.10.2005 tarihinde alinmistir. Tez caligmasi onay alindiktan sonra,
01.11.2005 tarihi ile 30.06.2006 tarihleri arasinda 1. U. Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii, Genetik Anabilim Dal1 laboratuarlarinda yapilmstir.



3.1.2 Bilgilendirilmis onay formu
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3.1.3 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Etidyum Bromiir

Steril ddH,O ile 10 mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Agaroz jel yiikkleme tamponu (10 ml)

10 ml steril ddH20O icinde % 0.25 Bromfenol mavisi, % 30 gliserol olacak
sekilde hazirlandi.

Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)

121 g Tris base, 28.5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml EDTA 0.5 M ddH2O ile 500

ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Solusyon-D

10 ml EL(eritrosit lizis) ¢ozeltisi i¢cine 100 pl B-Mercaptoethanol eklendi.
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3.1.4 Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu (+4 ve -20° C Argelik)
CCD kamera-bilgisayar donanimi (Mitsubishi-Macintosh)
Calkalamali su banyosu (Memmert)

Ceker ocak (Kermanlar)

Derin Dondurucu
Distile su cihazi
Elektroforez aleti

Gli¢ Kaynagi

Hassas terazi

Masaiistii mini santrifiij
Masaiistii santrifiij +4° C
Otoklav

Otomatik Pipetler
Real-Time PCR cihazi
PH metre
Spektrofotometre

UV-transluminator

(-80° C Memmert)
(Kermanlar)
(Stratagene)
(Stratagene)
(Shimadzu)
(Hettich-Eppendorf)
(Heraeus)
(Kermanlar)
(Gilson-Eppendorf)
(Light-cycler-Roche)
(Corning)

(Biotech Photometer WPA)

(Fotodyne)
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3.2 YONTEM

AAA hastalarindan ve akut appendisitli hastalardan inflamasyon sirasinda ve
inflamasyon sonlandiktan sonra periferik kan Ornekleri toplandi. Sepsisli 3 hastadan
sadece inflamasyon doneminde kan ornekleri alindi. Periferik kan lokositlerinden
Qiagen RNA izolasyon kiti kullanilarak total RNA elde edildi (Qiagen, Almanya). Bu
orneklerden daha sonra cDNA sentezi yapildi. Son olarak da bu cDNA’lar kullanilarak,
AAA hastalarda ve kontrollerde CASP1, ASC ve IL-1p genlerinin ekspresyonu gercek

zamanl (real-time) polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) kullanilarak incelendi.

3.2.1 Lokosit izolasyonu

Lokosit izolasyonu fikol santrifiigasyon yontemine goére yapildi. 1.5-5cc.
periferik kan 6rneginden 16kosit izole edildi. Lokosit pelleti 500ul solusyon D iginde
coziilerek, steril bir tiipte —70°C’de saklandi.

3.2.2 RNA izolasyonu
500ul solusyon D igindeki lokosit 6rnegi standart kit protokolii kullanilarak
izole edildi. Izole edilen total RNA test edildikten sonra steril bir tiipte —70°C’de

saklandi.

3.2.2.1 Tam insan kanindan total RNA izolasyonu

QIAamp RNA Blood Mini kiti kullanilarak total RNA izolasyonu yapildu.

1. Kan 6rnegi, toplam kan miktarinin 5 kat1 EL (eritrosit lizis) soliisyonu ile 50 ml’lik

falkon tiipiinde karistirildi.

2. Ornek 15 dak. +4°C de bekletildi.

3. 10 dak. 1500 rpm da santrifuj edildi. Ust faz atild1.

4. Hiicre peleti vortekslendi. Uzerine total kan 6rnegi miktarinin 2 kat1 EL eklendi.
5. 10 dak. 1500 rpm da santrifuj edildi. Ust faz atild1.

6. Hiicre peleti tlizerine 1 ml RLTD solusyonu eklendi. ve 500 pl x2 olarak 2 ml lik
vidali kapakli tiiplere kondu. Ornekler, kullanilincaya kadar —80°C de saklandi.
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7. RLTD i¢indeki 6rnek iizerine 1:1 olacak sekilde %70 lik etanol eklenedi. Pipet ile
karistirildi.

8. Homojenize lizatin 700 pl si, kitden cikan filtreli tiiplere (QIAamp spin column)
aktarildi. 10.000 rpm de 15 sn santrifuj edildi.

9. Toplama tiipiindeki siipernatan dokiildii. Artan homojenize lizat tiipe eklenip, ayn

santrifuj islemi yapildi ve tekrar toplama tiipiindeki siipernatan dokiildii.

10. Tiip tizerine 700 ul RW1 solusyonu eklenerek, 10.000 rpm de 15 sn santrifuj edildi.

toplama tiiplindeki siipernatan dokiildii.

11. Tiip tizerine 500 pl RPE solusyonu eklenerek, 10.000 rpm de 15 sn santrifuj edildi.

toplama tiiplindeki siipernatan dokiildii.

12. Tiip tizerine 500 pl RPE solusyonu eklenerek, 14.000 rpm de 3 dak santrifuj edildi.

toplama tiiplindeki siipernatan dokiildii.
13. Filtreli tlip yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Maksimum hizda 1 dak santrifuj edildi.

14. Filtreli tiip 1.5 ml lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 30 pl RNase-free su
eklendi.

15. Ornek, 10.000 rpm de 1 dak santrifuj edildi.

16. RNA dan 2 pl agaroz jelde gorintilemek icin ayrildiktan sonra Ornek,
kullanilincaya kadar —80°C ye saklandh.



3.2.3 ¢cDNA SENTEZi

total RNA
random primer
Su

Toplam
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: 10pl (1 pg/ul),
: 1 ul (0,3 pg/ul),

211 pl

:22 pl.

Bu karisim 70°C’de 5 dakika bekletildi ve 2. karisim ilave edilene kadar buza

alindi.

5x RT Buffer

10 mM dNTP mix

RNase inhibitor (20 U/ul)

Su

Revers Transkriptaz (200 U/ul)

Toplam

: 8 ul,
24 ul,
21l
23,5 ul,

21,5 pl.

18 pl

Bu karigim, ilk karisima eklendikten sonra 10 dakika 25°C’ye, 60 dakika
42°C’ye ve 10 dakika 70°C’ye maruz birakildi. Daha sonra cDNA o6rnekleri -20°C’ye

kaldirildi.
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3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

RNA o6rnekleri %1 lik agaroz jel elektorferezi ile goriintiilendi.

3.2.4.1 Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Yiiklenmesi

0.5 gram agaroz tartilarak 50 ml. TAE soliisyonu icinde bir beherde
¢oziindiiriildii. Soliisyon 1sinip homojenize olana dek kaynatildi igerisine 10 mg/ml stok
olarak hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 1 pl, eklendi. RNA 6rneklerinin jel
kuyucuklarina ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom fenol mavisi de igeren loading
buffer soliisyonundan 1 pl, 2 pl total RNA ve 4 ul ddH20 ile kanistirilarak jele
yiiklendi.

3.2.5 Primerler
cDNA kullanilarak, AAA’l1 hastalarda ve kontrollerde CASP1, ASC ve IL1B
genlerinin ekspresyonu incelendi. Bu amagla asagidaki primer setleri kullanildi.

Kaspaz-1 in 5 izoformu i¢in dizayn edilen primerler Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Kaspaz-1 primerleri

Pri dizileri Primer Uriin GIN
rimer dizileri 0
Boyu Boyu
. F 5' ATTACCTTAATATGCAAGACTC 3' 22 be
Casp-1iso a 72 bg 73622114
R 5' GGTTGTCCTGCACTGCCTGAG 3' 21 bg
] F 5' TTCCGAAAGGGGCACAGGCATS' 21 bg
Casp-1iso f 114 bg 73622112
R 5' GGTTGTCCTGCACTGCCTGAG 3' 21 bg
. F 5' CAAGGTCCTGAAGGAGAAGAG 3' 21 be
Casp-1lisoy 74bg 73622118
R 5' GGTTGTCCTGCACTGCCTGAG 3' 21 be
. F 5' CTGCCGTGGTGATAATGTTTC 3' 21 bg
Casp-1is0 6 157bg 73622111
R 5' CGCTCTACCATCTGGCTGCTC 3' 21 bg
. F S5S'ATGGGTGAAGATAATGTTTCTTGGS3' 24 be
Casp-1iso ¢ 156bg 73622117
R 5' CGCTCTACCATCTGGCTGCTC 3' 20 bg
F 5' TATGGAAACAAAAGTCGGCAG 3' 21 bg
Casp-1 ortak 230bg 51468697
R 5' GTGTGCAAATGCCTCCAGCTC 3' 21 bg

Not: Casp-1 iso y i¢in uzama asamasinda 5 saniyenin iistiine ¢ikilmazsa isoform a ve B’y1 ekarte etmis oluruz. Casp-
1 izoformlari i¢in dizayn edilen primerlerin baglanma 1silar1 55°C’ ye optimize edilmistir.
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L1214 easp variant alfz, 1,203 0 10 535

S — =
1TARZZ casp- variant beta, 1,203 40 10 836 .
STH221B aspef variant gama, 1 203 0 10 834 .
QT2 oaspe varant deta, 1,203 4 10836 .
TOR2INT caspe 1 variant epsilon, 120340 10,535 .
Cap! i alfa F53,222 1o 3,248
Cspt i beda F$2,038 to 2 08
Csp! 50 gama F} 1,860 1 1,860
CplB2h, 54056 o 78
(ap! i delta F}, 0.3741 8,204
Cap! iso epsilan ; 03744 8,209
(splBT R, 9,{9@5 o 10014
Caspe1 ok F$5,146t05,1ﬁl3
Caspe1 ok H,{B,Mﬁ to 46
.v v v v v v v v v .
W w4 il O il M m 4]
Sekil 3-1: Casp-1 transkript varyantlarimin primer dizayni
ekson intron
ASC geni i¢in de Tablo 3-2’deki primerler dizayn edildi.
Tablo 3-2: ASC primerleri
Primer Uriin .
Primer dizileri GI No
Boyu Boyu
ASCTr1 F-1 5'ACGTGCTGCGCGACATGG 3' 18 bg 147bs 22035618
R-2 5'CCCGGTGCTGGTCTATAAAGT3' 21bg
ASCTr2 F-1 5' ACGTGCTGCGCGACATGG 3' 18 bg Yabe 22035619
R-1 5'CTGGTGTGAAACTGAAGAGCT3' 21bg
ASCTr3 F2 5' GGAGAACCTGACCGCCGA 3' 18 bg
143bg 22035621
R-2 5' CCCGGTGCTGGTCTATAAAGT3' 21bg
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Q9863861 TMS1 gene, complete
qi-22035618 pyeard franscript wariant 1 mRNA
qi-22035618 pycard transeript wariant 2 mRNA
qi-22035621 pycand transcript wariant 3 mRNA
ﬂSI}:_}F-“I

ASCF-2
b

- Ill-.- u [ W l u -.-ff
1,016 1,201 1467 M L 1,47

Sekil 3-2: ASC/TMSI1 transkript varyantlarinin primer dizayni

ekson intron

Son olarak IL-1p i¢in de asagidaki primerler dizayn edildi.

F-5'ATG GCA GAA GTA CCT GAG C 3'
R-5' ATC CAG AGG GCA GAG GTC CAG GT 3

Uriin Boyu: 135-bg

GI No: 113303568

HuChio2 113303368, 117 824

21084305 H-Bets, 1106302
e —)  — j
18 F,f};ﬁﬂu i
-1 R,S,%181u3,240
1 B il V[ 4 i i

Sekil 3-3: IL-1p primer dizayni

ekson intron
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3.2.6 Gercek Zamanh (Real-Time) PCR
CASP1, ASC ve IL1B genlerinin amplifikasyonu LightCycler (Roche

Diagnostics) aleti kullanilarak yapildi. Kantitatif degerlendirme yapabilmek amaciyla
ekspresyonu sabit oldugu varsayilan “housekeeping” gen (internal kontrol) olarak 2-

mikroglobulin genleri asagidaki primerler kullanilarak amplifiye edildi:

5' TGC CGT GTG AAC CAT GTG AC 3’

B2-micF
B2-micR 5' ACC TCC ATG ATG CTG CTT ACA3
3.2.6.1 Standart Egri’nin Hazirlanmasi
p2-

Daha onceki calismalarimiz icin pGEM vektorline klonlanmig olan

mikroglobulin geni standart egri hazirlanmasinda kullanildi(Sekil 3-4).

Apal,10
iBsp1201,10 Spel
H EcoRlI

2784,NgoMIV,
2784,Nael}

2681,BsaAl.
2678,Dralll

B2-mikro-globulin
vl

.-Sapl.473 Miul

N
AIIIL596
/BsplLU111 5085 PU10!
# Nspl,596

3000

e

500

~

2500

pGEM+B2 mikro-globulin
3094 bps

2084,Xmnl” " AwNI,1007

1967, Tatl?
1967,5cal

1574Bpml | Ahdl,1484
1556,Bsal

Sekil 3-4: pGEM vektoriine klonlanmis olan f2-mikroglobulin geni
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Klonlanmig B2-mikroglobulin geni kullanilarak, 1000 fentogram dilusyondan

baslanarak 10’ar kat azalan 4 diliisyon kullanilarak 4 standart olusturuldu (Sekil 3-5).

htCycler D ata Anal

& Melting Curves  Report Window Help _|8] %
Step 1: Melting Peaks | Step 2 Peak Areas | Extra: Manual Tm |
Calculation Methad——————————————— Digital Filter —Analysis Mate:
i Lingar =l
" Linear with Backgiound Conection ¥ Enable
& Palynomial =
" Polynomial with Background Comrection LI Ll—l
| P.| Mame | Standard | C'to Averagrﬁg
= i
46 adl
146 — . 1
36—
= 3
w, -
T | 225
5
g 2]
- 5
9 bzEl E-‘ 5
— 10 14{Casp-1 4
—— 11 2{Casp2 o B 19
— 12 FCasp-3 05—
—— 13 #{Casp4 ]
— 14 Bortak _ _ 0= 0 | U 1 0 1 0 | U | 0 1 0 1 0 1
16 7ortak &0 E5 70 75 a0 a5 a0 a5 100
Temperature [*C)
— 16 8{ascl
—— 17 Siasc2 1 [Eaos .
— 18 10ac3 08—
— 13 11 ]
b2 - 077
21 1{Casp1 206
22 2{[Casp2 &gl
=
23 3{[Casp-3 -l - p 1
24 M{Caspd [ Wiy
—— 25 E{otak 703
— 26 Fortak = = é 0z
27 B{asc- ol
/ Hac2 il
29 10{asc-3) Sl 0+
= = LRl R T o T T O [y IO S I
G 66 L=t:] 70 72 4 76 78 a2 a4 86 88 90 92
45— Temperature ['C)

Sekil 3-5:
curve.

ightCycler Data Analysis [Admini

Standart olarak kullamilan B2-mikroglobulin genine ait erime egrisi/melting

® Fie Quantification Report Window Help =& =|
Analysi Baseline Adjustment [ Analysiz Mote
= None -
® e % Arithmetic _I
* Second Derivative Maximurn ((: :IDU"::;:::::‘ _|;I
1] r
| P | MHame ‘ Standard ‘ Calculate: ‘ Crossi | | Step1: Baselne Step 2 Analysis
ﬁ 06
Ul ]
055
05—
045
04—
183902 23 71035+
— 10 141 EO09EDs 2889 B g3l
—— 11 261 126308 347 S
— 12 3B 3B0BE-D6 3722 $ 025
— 13 451 ZEHEDE  37.89 2 2]
—— 14 BB TAFEDE 3613 -
15 7{61) 4907E-07 4053 015+
—— 16 &R SBIRE-0R »4R00 014
— 17 8 E4EIEDE 363 -
— 18 10{81) 1.027E05 3659 0.05+
—— 13 12{81) 4247E04 2948 0
—— 20 B2{E2 20206400 14.91 -
21 1482 17IZEDN 1963 D05 R e e
[ JGED2 225 i 5 10 15 20 25 0 ki 40 45 50
2 382 4241E03 2670 . Eycle Humber
—— 24 4457 1.297E03 2765 o
—— % EE 44PE02 2166 ) it
—— % TEY 2EEEE 02 2275 — Linear Regiession | oo
Y 966304 2R3 = Crossing Points 40
23 962 BI13E02 2162 Slope = 2781 =
29 10482 1422601 1934 Intercept = 16.73 .
—— a0 12{62) AEOPE0Z 2210 Enor = 0107
34 GroupedMeans 1.000E+01 74706400 1343 | r=-100 i
Grouped 5.0 7.BEBE-DZ2  0.0168 8 ' | ' | ' | ' | ' | ' |
56 GroupedMeans 1.000E+00 1.018E+00 16.70 i s 0 0s 1 15 2
Grouped 5.0 2703 oonar =l Log Concertration

Sekil 3-6: Standart olarak kullamlan f2-mikroglobulin genine ait standart egri
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Deneylerimizde CASP1  ASC ve IL-1B genlerinin amplifikasyonu
belirleyebilmek i¢cin SYBR Green I boyasi kullanildi. SYBR Green I floresan 1s1may1
saptamak icin en sik kullanilan boyadir. SYBR Green I, ¢ift iplikli DNA’ya baglanir.
Ortamdaki ¢ift iplikli DNA sayist arttik¢a, yani amplifiye olan cDNA miktar arttikca

elde edilen floresan miktar: da artar.

PCR sonucu elde edilen iiriinlerin ger¢ek PCR {iriinii olup olmadig1r melting
curve “erime egrisi” yontemi ile kontrol edildi. Erime 1s1s1 (Tm), genin amplifikasyon
iriiniiniin %50’sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir ve bu deger genin dizisine ve
%GC oranina bagh olarak farklilik gosterir. Erime egrisi yontemi de bu ozellikten
yararlanarak, PCR sonunda elde edilen amplifikasyon egrilerinin gen {iriinii mii yoksa

primer dimer ya da ortam kirliligine bagli bir egri olup olmadigini belirler.

CASP1 ASC ve IL1PB genlerinin ekspresyon orani, houskeeping (her dokuda
ayni1 diizeyde anlatima giren) genlerinkine oranlandi ve sonug¢ 100 ile ¢arpilarak goreceli

ifade birimi (GIB) hesaplandi.

3.2.6.2 Kantitatif PCR (QPCR) Materyali:

Primerler (5pmol/pl) lul

Sybr Green mix (Roche) 5 pul

cDNA 2 ul
Total 10 ul

Not: Sybr Green karisimi: Takara Ex Taq Hot start , ANTP karisimi , Mg +2 ve

Sybr Green I boyasi igermektedir.

CASP1 ASC ve IL1B genlerinin amplifikasyonunun tespiti i¢in asagidaki
kantitatif PCR kosullar1 kullanildi (Tablo 3-3).
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Tablo 3-3: Kantitatif PCR kosullari

Program 1: Denatiirasyon

Segment Sicaklik Zaman Egim
1 95°C 10 saniye 20
Program 2: Amplifikasyon
Segment Sicaklik Zaman Egim
1 95°C 5 saniye 20
2 55°C 10 saniye 20
3 72°C 10 saniye 20
4 77°C 5 saniye 20
Program 3: Melting Curve analizi
Segment Sicaklik Zaman Egim
1 95°C 0 20
2 65°C 15 20
3 95°C 0 0.1

Program 4: Sogutma

Segment Sicaklik Egim
1 40°C 20

3.2.7 istatistiksel Yontemler

Calisma sonuglari, 6rnek sayismin azligi ve normal dagilima uymamalari
nedeniyle non-parametrik yontemler kullanilarak analiz edildi. AAA hastalariyla
kontroller ( akut appendisit hastalar1) arasindaki gen ekspresyon oranlar1 arasindaki
farkliliklar non-parametrik Mann Whitney U testi ile karsilastirildi. AAA hastalar1 ve
kontrollerin, inflamasyon donemi ve asemptomatik dénemlerindeki gen ekspresyonlari

arasindaki farkliliklar ise, eslestirilmis non-parametrik Wilcoxon testi ile karsilagtirildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubunu Tel Hashomer kriterlerine gére AAA tanisi konan 16 hasta,

akut appendisit nedeniyle opere olan 17 hasta ve 3 sepsisli hasta olusturmustur.

AAA hastalariin akut atak donemindeki, akut appendisitli hastalarinin ameliyat
oncesi donemdeki ve sepsisli hastalarin klinik bulgularinin devam ettigi dénemdeki,

CRP diizeyleri ve 16kosit degerleri belirlendi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1:Calismaya alinan AAA’lL, akut apendisitli ve sepsisli hastalarin, cinsiyet ve yas
verileri ile CRP ve lokosit degerleri

AAA Akut Apendisit Sepsis
Degerler
(n=16) (n=17) (n=3)
Cinsiyet 8K 8E 5K 12E 1K 2E
Yas 31,6 £ 12,1 36,4+17,5 51,3+11
CRP(mg/l) 244+129 19,3+ 10,7 60,3 = 14,6
Lokosit(mm3) 13.250 + 3.068 12.729 £ 2.397 17.667 £ 4.163

Bu akut faz yanit1 verileri akut donem olarak nitelenen donemde, hem AAA
hastalarinin, hem de kontrol grubunu olusturan akut appendisitli ve sepsisli hastalarda

sistemik inflamatuar yanitin varligini dogruluyordu.

AAA hastalarindan ve akut appendisitli hastalardan, inflamatuar dénemleri
diizeldikten sonra asemptomatik donemlerinde de ikinci kan 6rnekleri alindi. Toplanmis
olan kan oOrneklerinden RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’lar agaroz jelde
goriintiilendi.(Sekil 4-1)

-23 5 rRMNA
-16 5 rRMA

ekil 4-1: Hastalardan elde edilen RNA’larin agaroz jel elektroforezi
g ]
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Daha sonra cDNA elde edildi ve bunlarin 6zgiinliikleri bir housekeeping gen

olan HPRT ile kontrol edildi. (Sekil 4-2)

3
i)
2
il
500 bp —
242 BP — — 256 bp HPRET
500 bp —
242 BP — —236 bp HPRT

Sekil 4-2: cDNA sentezi kontrolii icin HPRT geni kullanildi.

Hedeflenen genlerin ekspresyonlar1 gercek zamanli PCR (LightCycler, Roche
Diagnostics) kullanarak incelendi. Ayrica, LightCycler da elde edilen iiriinlerin
Ozgiinliiklerinin kontrolii amaciyla, her iirlin i¢in ayr1 ayr1 melting curve analizi
sonuclar1 ve grafikleri kontrol edildi. Sekillerde de goriilebilecegi gibi hedef bolgeler
disinda (B2-mikroglobulin, CASP1, ASC ve IL1B) non-spesifik bir amplifikasyona
rastlanmadi. Her gene ait melting curve tek tek degerlendirildi (Sekil 4-3 ve Sekil 4-4).

Tablo 4-2: Melting curve degerleri

Calisilan genler Erime Egrisi
CASP1isoa 79°C
CASP1iso 84°C
CASP1isoy 81°C
CASP1iso 82°C
CASP1iso ¢ 81,5°C
CASP1-ort 83,5°C
ASC1 92°C
ASC2 86°C
ASC3 91°C

IL1-B 83°C
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Sekil 4-3: Akut appendisitli hastalardan bir ornekte (No:1) CASP1 gen iiriinlerine ait
melting curve degerleri ve grafikler.

ightCycler Data Analy: istrator] - [Melting Curves: hasta 72-73: F2: melting curve analy:
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Sekil 4-4: AAA atak donemi, 72 numaral ornekte ASC ve IL-1B geni iiriinlerine ait
melting curve degerleri ve grafikler.
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Bu sonuglar elde edildikten sonra, orneklerin CASP1, ASC ve IL1B gen
ekspresyon dereceleri standart curve degerleri kullanilarak (pGEM-+B2-mikroglobulin
plasmid) ve internal kontrol (B2-mikroglobulin) genlerinin ekspresyon dereceleri ile

oranlanarak goreceli ifade birimleri (GiB) hesaplandu.

Standart egri de p2-mikroglobulin ile hazirlandig1 igin GIB degerleri asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.

GiB = Hedef gen ekspresyonu / B2-mikroglobulin ekspresyonu x 100

2 LightCycler Data Analpsis [Administrator] - [Quantification: hasta 10-11: F2: amplification seg 4]
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Sekil 4-5: Genlerin ekspresyon dereceleri
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Calisma grubunda elde edilen CASP1 ekspresyon oranlar1 Tablo 4-3’de, ASC ve
IL1P ekspresyon oranlar1 Tablo 4-4’de verildi. Inflamasyon yazili 6rnekler, akut atak
(AAA hastalar1) ya da inflamasyon yanitinin oldugu donemde (akut appendisit ve
sepsis) toplanmis olan orneklerdir. Asemptomatik yazili 6rnekler ise, akut atak ya da
inflamatuar yanit sonlandiktan sonra asemptomatik donemde toplanmis olan 6rneklerin

verilerini gostermektedir.

Tablo 4-3: inflamasyon (akut atak ya da hastalk) ve asemptomatik donemlerde CASPI1,
izoformlarinin f2-mikroglobulin genine oranla goreceli ifade birimleri (GIB) (ortalama +
standart sapma)

Asemptomatik inflamasyon
CASP1 AAA Ap‘e\ﬁ?sn ARA Apgmsit Sepsis
(n=16) (n=17) (n=16) (n=17) (n=3)

[zoformo 0,89 + 0,84 221+1,3 0,73+0,42 1,76 £ 1,09 0,43 +0,11
[zoform B 3,77 £ 3,25 7,88 + 3,15 4,62 + 1,68 6,48 £ 3,97 2,81+0,8
[zoformy 0,05+0,17 0,06 + 0,05 0,02 £ 0,03 0,02 £ 0,02 0,005 + 0,008
[zoform$ 0,58 + 2,22 0,14 £ 0,11 0,04 £ 0,04 0,13 +0,09 0,03 £ 0,01
[zoforme 0,17 £0,14 0,37 £ 0,20 0,15+ 0,05 0,33 £0,20 0,1+0,02
Ortak 0,56 + 0,63 0,74 £ 0,63 0,99 £ 0,47 0,90 £ 0,63 0,66 £ 0,08

CASP1’in farkli izoformlarina yonelik ve tiim izoformlar1 hedefleyen CASP1 ortak
ekspresyon degerlendirmesinde, izoform B’nin ekspresyonunun diger izoformlardan ve

CASP1-ortak’dan daha fazla oldugu gozlendi.

AAA hastalarinda asemptomatik donemde CASP1 izoform a, izoform [ ve
izoform & gen ekspresyonu, saglikli kontrollere gore (asemptomatik donemde akut
appendisit hastalar1) anlamli olarak azalmis bulundu (izoform a i¢in P < 0,001, izoform
B i¢in P < 0,001, izoform ¢ i¢in P = 0,001 non-parametrik Mann Whitney U). AAA
hastalarinda asemptomatik donemde izoform & da ise gen ekspresyonu, saglikli
kontrollere gore (asemptomatik dénemde akut appendisit hastalar1) anlamli olarak
artmis bulundu (P = 0,001 non-parametrik Mann Whitney U). Fakat inflamasyon
doneminde izoform & ekspresyonu AAA hastalarinda saglikli kontrollere gore

(asemptomatik donemde akut appendisit hastalar1) azalmis bulundu.
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AAA hastalarinda ve akut appendisitli hastalarda, inflamasyon doneminde
CASP1 izoform B , izoform y ve CASP1-ortak ekspresyonunda anlamli bir farklilik
gbzlenmezken, izoform a, izoform ¢ ve izoform d ekspresyonunda anlamli bir azalma
oldugu goriildii (izoform a i¢in P = 0,003 , izoform ¢ i¢in P = 0,006 , izoform 6 i¢in P <

0,001 non-parametrik Mann Whitney U).

Tablo 4-4: inflamasyon (akut atak ya da hastahk) ve asemptomatik donemlerde ASC ve
IL1-p genlerinin f2-mikroglobulin genine oranla goreceli ifade birimleri (GIB) (ortalama
+ standart sapma)

Asemptomatik inflamasyon
ASC& Akut Akut ,
IL-1B AAA Apendisit AAA Apendisit Sepsis
(n=16) (n=17) (n=16) (n=17) (n=3)
ASCizo1 0,66 0,59 1,34 £ 1,05 0,58 + 0,19 1,16 £ 0,74 0,54 £ 0,2
ASClizo2 6,62+9,72 5,49 + 11,04 0,02 £ 0,01 0,06 £ 0,21 0,008 + 0,001
ASCizo3 0,79 +0,49 0,31+£0,34 0,15+0,17 0,42 + 0,36 0,52+0,19
IL-1B 2,46 + 2,29 44+29 2,80+1,3 2,68 + 1,62 1,69 £ 0,39
AAA hastalarinda asemptomatik donemde, ASC izoforml ve ILIB

ekspresyonunun da saglikli kontrollerden anlamli olarak azalmis oldugu (ASC izoform1

icin P =0,002 ve IL1p i¢in P = 0,019 non-parametrik Mann Whitney U) goriildii.

ASC izoforml, izoform2, izoform3 ve IL-1B i¢cin AAA hastalarinda ve akut

appendisitli hastalarda, inflamasyon doneminde anlaml bir farklilik gézlenmedi.

Genel olarak CASP1 ekspresyonu AAA hastalarinda azalmis olmakla beraber,
akut appendisitli kontrollerin ve AAA hastalarinin inflammasyon ve asemptomatik

donemlerinde ¢ok belirgin bir ekspresyon farki yoktu.

CASP1 izoform o, izoform B, izoform g, izoform o, CASP1 ortak gen
ekspresyonu, akut appendisitli hastalarin inflamasyonlu ve asemptomatik dénemlerinde
anlaml bir farklilik gostermedi. CASP1 izoform y de anlaml bir farklilik ( P = 0,01
non-parametrik Wilcoxon testi) gdze carpmasina ragmen GIB ’ nin ¢ok diisiik olmasi
nedeniyle anlamlilig1 sorgulanmadi.. CASP1 ortak ekspresyonunda, akut appendisitli
hastalarin inflamasyon déneminde bir miktar artis gozlendiyse de, aradaki fark istatistiki

anlamliliga ulagmadi (P = 0,332 non-parametrik Wilcoxon testi).
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AAA hastalarinda da, akut atak doneminde periferik kan hiicrelerinde CASP1
izoform a, izoform B, izoform vy, izoform 9, izoform & , CASP1-ortak, ASC izoforml,

ASC izoform3 ve IL1 gen ekspresyonu anlamli bir farkliliga ulagmadi.

Bununla beraber, ASC izoform2 i¢in hem AAA hastalarinda, hem de akut
appendisitli kontrollerde inflamasyon doneminde anlamli bir ekspresyon azalmasi
saptandi (AAA hastalarinda 6,62 + 9,72’den 0,02 £+ 0,01’ ¢ azalma P = 0,013, akut
appendisitli hastalarda 5,49 + 11,04’den 0,06 + 0,21’e azalma, P = 0,05).

Sepsisli hastalarin CASP1 izoform1, izoform2, izoform3, izoform4, izoforms;
ASC geni izoforml, izoform2 ile IL1B ekspresyonu, akut appendisitli ve AAA’l
bireylerden daha diisiikse de, AAA hastalar1 ile aralarinda istatistiki olarak anlamli bir

farkliliga ulasmada.
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5. TARTISMA

Bu calismada AAA hastaligi ile iliskisi MEFV geninin iiriinii olan pirin
proteininin etkilestigi ASC proteininin inflamasyon ataklari sirasindaki mRNA

diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri, CASP1 ve IL1p genleri ile birlikte incelenmistir.

Smirli sayida hastadan akut peritonit atagi sirasinda toplanan periferik kan
orneklerindeki bulgular, bir edinsel peritonit nedeni olan akut appendisitli hastalardan
elde edilen Orneklerdeki verilerle karsilastirilmistir. Ayni zamanda, inflammasyonun
etkilerini dogrulayabilmek amaciyla, sepsise bagli ciddi inflamasyon bulgulart olan 3

hasta da caligmaya alinmistir.

Bu arastirmanin sonuglarina goére, ASC geninin 3 ayr izoformunun
ekspresyonlari incelendiginde, PYD ve CARD bdlgeleri arasinda, kiiglik bir baglanti
bolgesi (ekson 2) igermeyen izoform 2’nin baskin izoform oldugu ve asemptomatik
donemde AAA hastalarn ile kontroller arasinda anlamli bir fark gostermedigi
anlagilmistir. Bununla beraber, inflammasyon sirasinda izoforml ve izoform3
ekspresyonunda belirgin bir farklilik gozlenmez iken, izoform2 mRNA ekspresyon

diizeyi hem AAA hastalarinda, hem de akut appendisitlilerde >%98 azalmstir.

AAA hastalarinda CASP1 ekspresyonu akut appendisitli hastalara oranla
azalmis bulunmakla beraber, hem hastalarda hem de akut appendisitli kontrollerde,
asemptomatik donem ile inflamasyon donemleri arasinda c¢ok belirgin bir farklilik

gozlenmemistir.

IL1B ekspresyonu yoniinden, akut appendisitli hastalarin asemptomatik
donemlerindeki IL1B mRNA diizeyi AAA hastalarina gore artmis bulunmussa da,

inflamasyon déneminde 2 grup arasinda anlamli bir farklilik saptanmamagtir.

Bulgular tartigmaya gegmeden once, kullanilan yontemin ekspresyon analizi ile

ilgili olas1 sorunlarini tartismakta yarar vardir:

Bu calismada s6z konusu genlerin mRNA diizeyinde ekspresyonlar1 gercek
zamanli PCR yontemiyle incelenmis ve elde edilen veriler protein diizeyinde
dogrulanmamistir. Bu nedenle verilerin, bundan sonraki aragtirilmalarin planlanmasina

zemin hazirlayacak 6ncii veriler olarak degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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Calismamizda elde edilen ekspresyon degerleri, her hiicrede ifade edilen ve
‘housekeeping’ gen olarak kabul edilen diger bir gen ile karsilastirilarak goreceli olarak
hesaplanmistir. Aynmi sekilde, hedef genlerin farkli izoformlarinin da kendi aralarinda
goreceli ekspresyon degerlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bununla beraber, bulgular
boliimiinde de tartisildigr gibi hedef gende ¢ogaltilan iirlinlin biiyiikliigli, hedeflenen
genom bolgesi ve diger PCR reaksiyonu degiskenlerine bagh olarak, PCR etkinligi de
ekspresyon degerleri iizerine etkili olmaktadir. Ornegin CASP1 geninde ortak bdlgeyi
hedefleyen primerler ile, incelenen izoformlarin ikisinden daha diisiik degerler elde
edilmistir. Bu sonugta, ¢ogaltilan tirliniin digerlerinden biiytikligii (230-bg) ve/veya

diger PCR degiskenleri rol oynamis olabilir.

Bir diger konu da ekspresyon analizi yapilan hiicre kaynaklaridir. AAA
hastaliginda serdz zarlardaki inflamasyon boélgelerine yogun nétrofil toplanmasi
olmakta ve AAA karakteristik olarak notrofiller tarafindan olusturulan bir hastalik
olarak kabul edilmektedir. MEFV geninin de oOncelikle nétrofillerde ve uyarilmis
monositlerde, bir miktar da fibroblastlarda eksprese oldugu bilinmektedir. Sonugta
MEFYV iizerinden gelisen inflamatuar yanit, IL-1P basta olmak tizere sitokinler aracilig1
ile gelismekte ve olusan akut faz yaniti da farkli sitokinlerin aktivasyonu ile regiile
edilmektedir (116). Bir ¢alismada siddetli apendisit inflamasyonu gosteren hastalarin

nétrofillerinde ASC’1n arttig1 gosterilmistir (110).

Bizim ¢alismamizda ekspresyon arastirmalar periferik kan beyaz hiicrelerinde
yapilmistir ve ASC ile IL-1B genlerinde izole nétrofillerde goriilen ekspresyon artisi,

periferik kan tiim beyaz hiicrelerinde ¢alisildiginda saptanamamastir.

Bu sonuglar iizerinde etkili olabilecek unsurlardan birisi hiicre kaynagi, digeri de
orneklerin toplanma zamanidir. Oncelikle Inflamasyonun gergeklestigi doku diizeyinde
IL-1pB ekspresyonu farkli dinamikler gosterebilir (17,117). Ailevi soguk otoinflamatuar
sendromu olan hastalarda yapilan bir ¢alismada, inflamatuar yanit sirasinda periferik
kan hiicrelerinde IL-1 ekspresyonunda bir degisme goriilmezken, keratinositlerde IL-1
mRNA ve protein diizeylerinin arttig1 saptanmistir (118). Dolayisiyla, periferik kanda

elde ettigimiz bulgularin doku diizeyinde de dogrulanmasi gereklidir.

Benzer sekilde IL-1B ekspresyonu inflamasyonun erken saatlerinde artarken,
ilerleyen zaman igerisinde ekspresyonu normal hale gelebilir. Inflamasyonun en énemli

aracilarindan biri olmast nedeniyle IL-1b sentezi ve aktivasyonu, farkli diizeylerde ¢cok
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sik1 kontrol edilmektedir. Bu nedenle inflamasyon uyaris1 geldikten sonra oncelikle
mRNA ekspresyonu ve Oncii protein sentezi artmaktadir. Bununla birlikte, IL-13
aktivasyonunun tamamlanmasi i¢in inflamazom {izerinden yiiriiyen ikinci yolun da
uyarilmasi ve kaspaz 1 ile 6ncii proteinin enzimatik kesilmesi ile sitokinin aktive olmasi
gereklidir. Bu nedenle c¢alisilan hiicre kaynagi ve zaman diliminde mRNA diizeylerinde
farkliik gozlenememesi, IL-1B’nin aktive olmadigi anlamma gelmemektedir.
Orneklerin klinik ortamda toplanmasi, hastalarm bagvuru saatlerine gore degiskenlige
ve erken donemde Orneklerin bulunamamasina yol agmaktadir. Buna bagli olarak, hiicre
dizileri ile laboratuar kosullarinda elde edilen sonuglarin farkliliklar igermesi
beklenebilir. Mevcut kosullarda, protein diizeyinde ekspresyonun incelenmesi sorunun

aydinlatilmasina yardimci olacaktir.

Bu noktada caligmamizdaki ekspresyon arastirmasinin neden periferik kan
hiicrelerinde yapildigin1 tartismakta yarar vardir. MEFV geninin nétrofillerde ve
uyarilmis monositlerde ifade edildigini biliyoruz. Bununla birlikte, daha 6nce yapilan
bir ¢caligmada noétrofillerdeki MEFV ekspresyonu ile periferik kan beyaz hiicrelerindeki
MEFV ekspresyonu karsilastirildiginda, cok benzer sonuglarin elde edildigi gorilmistiir
(17). Bu nedenle, hem elde etmedeki kolaylik, hem de nétrofil-monosit ayirimi
stirasinda ortaya cikabilecek mRNA etkilenmelerinden kaginmak amaciyla, periferik kan
beyaz hiicrelerinden dogrudan RNA elde edilerek ekspresyon analizi yapilmistir.
Bununla beraber, elde edilen sonuglarin ASC, CASP1 ve IL1B yoOniinden de, diger

hiicre kaynaklar ile birlikte dogrulanmasi yararli olacaktir.

Pirin proteininin, normal kosullarda nétrofil aracili inflamasyonu kontrolden sorumlu
oldugu dusiiniilmektedir. Bu etkisini transkripsiyon faktorii olarak etki gostererek
proinflamatuar faktorleri kodlayan gen ya da genlerin ekspresyonunu inhibe ederek ya da
antiinflamatuar proteinleri kodlayan gen ya da genlerin ekspresyonunu aktive ederek

gosterebilecegi ileri sliriilmiistiir.

Pirin proteininin amino ucundaki pirin bdliimiiniin apoptoz yolunun
diizenlenmesinden sorumlu “O0liim reseptorii” proteinleri ile ayni aileye ait oldugu
anlasilmistir. Bu boliimiin, 6liim reseptorii ailesinin diger proteinlerinde oldugu gibi,
benzer bolimlerle homotipik etkilesime girmesi beklenmelidir. Nitekim, pirin
proteininin pirin boliimiiniin bir adaptdr protein olan ASC proteininin pirin bdlgesine

baglandig1, boylece ASC proteini {izerinden yiirliyen bir dizi etkilesimi kontrol ettigi
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anlasilmistir. ASC proteini amino ucunda pirin, karboksi ucunda da kaspazlari toplayict
CARD boliimii igeren kiigiik bir proteindir. ASC’1n pirin boliimii, kriyopirin proteininin
pirin boliimiine baglanarak polimerize olmakta, agikta kalan CARD bdliimleri ise
kaspaz-1 enziminin CARD bdliimleriyle etkilesime gecip, kaspaz-1 enzimini aktive
etmektedir. Kaspaz-1 hem IL-1fB sitokininin proteolitik aktivasyonundan, hem de
apoptoz yolunun uyarilmasindan sorumludur. Pirin proteininin ASC ile baglanarak,
kriyopirin-ASC etkilesimini ve kaspaz-1 aktivasyonunu engelledigi gosterilmistir. Pirin
fonksiyonunda bozulma oldugunda, kaspaz-1 aktivasyonu iizerinden IL-1f inflamasyon
kaskadinda ve apoptoz yolunda diizensizliklerin gelistigi ve bunun AAA hastaliginin
temelini olusturdugu diisiiniilmektedir (114). Ayni1 aragtirmacilarin ¢ok yeni verileri,
pirin proteinin B30.2 bodlgesinin dogrudan kaspaz 1 ile de etkilesebilecegini ve kaspaz
1 aktivasyonunu etkinlestirebilecegini de gostermektedir (54). Bu bilgiler 1s18inda
inflamasyon doneminde pirin proteininin ASC aktivasyonunu dengeleyememesinin
inflamasyon ile sonuglanmasi beklenmektedir. AAA  hastalarinda MEFV
ekspresyonunun azalmis olmasi bu dengeyi inflamasyon lehine bozmaktadir. Bununla
beraber hastalarda inflamasyon ataklar halinde goriilmekte ve hastalarda inflamasyon
bulgular1 atak aras1 donemde genellikle normal sinirlara donebilmektedir. Bu durum da,
organizmanin MEFV ekspresyonunun azalmasi ile bozulmus olan dengeyi, yeni bir
denge durumuyla korumaya ¢aligmasina, bunun sonucunda da CASP1 ekspresyonunda
azalmaya neden olmus olabilir. Yani c¢aligmamizda saptamis oldugumuz AAA
hastalarinda CASP1 ekspresyonu azalmasi, organizmanin siirekli inflamatuar yaniti

dengelemek amaciyla sagladigi homeostatik diizenlemenin bir isareti olabilir.

CASP-1 geninin alternatif kesimi sonucunda 5 adet transkript varyantindan a, f,
v izoformlar1 apoptozu meydana getirirlerken izoform 6 nin apoptotik bir etkisi yoktur.
[zoform ¢ de hiicrenin yasaminm siirdiirmesini saglar (93). Bu calismamizda izoform
0’nin AAA hastalarinda asemptomatik donemde saglikli kontrollere gére anlamli olarak
artmis oldugu saptanmistir. Yalniz inflamatuar yanitta ayni artist gézlemleyemedik.
Burdan yola ¢ikarak izoform &’nin AAA hastalarinda sadece asemptomatik donemde

diger izoformlara oranla daha fazla eksprese edildigi sdylenebilir.
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Bu calismada saptadigimiz bulgularin en ¢arpici olani, ASC geninin izoform?2
varyantinin AAA hastalarinda ve saglikli kontrellerde asemptomatik donemde benzer
diizeyde eksprese edilmesine ragmen, hem AAA hastalarinda hem de kontrollerde
inflamasyon doneminde belirgin bir seviyede azalmasidir. Bu bulgu bize ASC geninin
2. transkriptinin inflamasyon kontroliinden &te apoptozda rol alabilecegini
diisiindiirmektedir. Daha once de ifade edildigi gibi, kaspaz 1 hem apoptoz
uyarilmasinda, hem de IL-1B aktivasyonu ile inflamasyon kontroliinde goérev
yapmaktadir. Bununla beraber, hiicrenin apoptoz ya da inflamasyon tercihini nasil
yaptig1 ve hangi araci molekiillerin bu se¢imde gorev yaptigi bilinmemektedir. Bu
calismada ASC geninin bir izoformunun inflamasyon sirasinda belirgin ekspresyon
farki gostermesi nedeniyle, inflamasyon sirasinda izoform 1’in baskin rol oynadigi,
izoform 2’nin ise daha ziyade apoptoz uyarisinda goérevli olabilecegi diisiiniilebilir. Bu
verilerin mutlaka apoptotik hiicrelerde de hem mRNA, hem de protein ekspresyonu
diizeyinde dogrulanmasi gereklidir. Ciinkii ASC ile apoptoz arasindaki iliskinin
aydimnlatilmas1 sadece inflamatuar hastaliklar yoniinden degil, kanser arastirmalari
acisindan da biiylik 6nem tasimaktadir. Giincel veriler ASC geninin metilasyonu ile
cesitli neoplastik hastaliklarin gelisimi arasinda iliski oldugunu ortaya koymaktadir
(119). Bu nedenle, verilerimizin diger kosullarda da dogrulanmasi, kanser arastirmalari

icin de 6nemli bir konuyu glindeme getirecektir.

Elde edilen sonuglar AAA hastaliginda Pirin proteininin ASC ile etkilesimi
kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1f inflamasyon kaskadinda ve apoptoz yolunda yeni bir
homeostatik dengenin olustugunu diisiindiirmektedir. Calismamizin sonuglarinin
bundan sonraki arastirmalarin planlanmasina zemin hazirlayacak oncii veriler olarak

degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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FORMLAR

Géniilliilerin Bilgilendirme ve Olur (Riza) Formu

Bugiin sizden Ailevi Akdeniz Atesi hastalifina neden olan MEFV genindeki mutasyonlarin
hastaliga nasil yol agtigini ve tedavide kullandigmmz ilaglarin bu genin davranislarma nasil etki
ettigini arastirmak amaciyla bir kan drnegi vermeniz istenmektedir.

Ailevi Akdeniz atesi ve bununla iligkili veya benzer otoinflamatuar hastaliklarda yapilacak
olan bilimsel ¢aligmalara katkida bulunmak amaciyla vereceginiz kan 6rnegi ve bu drnekten elde
edilecek serum, DNA ve RNA Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, f¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dal1, Romatoloji Bilim Dal laboratuarlarinda saklanacak ve gerekli izinler alimmak kosuluyla bu
konuda ¢alisma yapmak isteyen bilim adamlarmin kullanimina agik tutulacaktir.

Sizden alinmis olan kan drnegi, aragtirma amactyla bagka bir laboratuara yollandiginda,
drnegin sizden alindigim gdsterir herhangi bir kigisel bilgi igermeyecektir. Yapilacak bilimsel
calismalar genellikle ¢ok sayida drnekle yiiriitiilecek, ve bu calismalardan toplu sonuglar ¢ikacaktir.
Bu nedenle, caligmalarin kisa vadedeki sonuglarmdan kisisel olarak sizin veya ailenizin diger
bireylerinin yararlanmasi sz konusu olmayabilir. Bununla beraber, vereceginiz kan 6rnekleri
sayesinde, bu hastaligin tam olarak anlagilmasini, yeni tedavi ve tan1 yontemlerinin gelistirilmesini
saglayacak ¢aligmalarin yapilabilmesi miimkiin olacaktir.

Bagisladiginiz bu kan 6rnegiyle, calismalarin sonuglarmdan herhangi bir ticari kazang
beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu galigmaya katilmak i¢in de herhangi bir iicret demeniz de
gerekmemektedir.

Bu arastirmaya yaklasik 100 kiginin katilmas: beklenmektedir. Arastirma i¢in kan vermenizin

 sizin igin herhangi bir yan etkisi yoktur. Kan vermeden &nce her zaman almakta oldugunuz ilaglar
kesmeniz gerekmemektedir.

Kan 6rnegi verip vermemek konusunda 8zgiirsiiniiz. Bu ¢aligmalara katilmay1 ve kan vermeyi
kabul etmeseniz de, bu merkezde yiiriitillen tedavinizde herhangi bir aksama olamayacaktir.

Yiiriimekte olan ¢alismalarin genel sonuglar1 hakkinda Dr Ahmet Giil’den bilgi alabilir ve
herhangi bir soru veya sorun oldugu takdirde bu doktora 0212 6318699 telefon numaralarmdan
ulagabilirsiniz.

Yukarida goniilliiye aragtirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazli ve szl agiklamalar yapildi. Bu kogullarda genetik/biyolojik
incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla, hi¢bir bask: ve zorlama olmaksizin kan vermeyi
kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi-Soyadi: imzasa:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasisinin.
Adi-Soyad: Imzas1:

Aciklamalar: yapan/drnegi alan arastirmacinin:

Adi-Soyadi: Imzasi:

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar tanikik eden kurulus gorevlisinin
Adi-Soyad1: Imzas1:

Tarih: ..... VAU foviann.
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