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OZET

CAPS BENZERI HASTALIKLARDA MOLEKULER GENETIK
DEGIiSIMLER VE FENOTIPE ETKIiSi

MAMMADOVA, Sona

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Damgmant: Prof. Dr. Afig BERDELI
Ocak 2020, 109 sayfa

Ailesel soguk otoinflamatuvar sendrom-2 (FCAS2), kromozom 19qg13
tizerindeki, NLRP12 genindeki heterozigot mutasyondan kaynaklanir.Eklem
agrisi, kas agrisi, ates, titreme, ekstremitelerin sismesi ve soguk alginligina maruz
kaldiktan sonra konjunktivit ile iliskili tekrarlayan makiilopapiiler dokiintii
ataklar1 ile karakterize bir otozomal dominant sistemik inflamatuar hastaliktir.
Ailesel soguk otoinflamatuvar sendromu 3 (FCAS3), kromozom 1623 iizerindeki
PLCG2 geni i¢inde heterozigot mutasyonlarla olusuyor.Kronik iirtiker, eritem ve
soguk alginligina cevaben pruritis gelisimi ile karakterize bagisiklik
disregiilasyonu 1ile seyreden bir hastalikdir.Ailesel soguk otoinflamatuvar
sendrom-4 (FCAS4), kromozom 2p22 iizerindeki NLRC4 genindeki heterozigot
mutasyondan kaynaklanir.Bu gendeki mutasyonlar, infantil enterokolit ile

otoinflamasyona neden olur.

Bu ¢alismada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastaliklarinin nedensel
genleri olan NLRP12, PLCG2, NLRC4 genlerinin DNA dizisinde saptanan tim
niikleotid yer degisimlerinin incelenmesinin degerlendirilmesi ve genotip/fenotip
iligkisinin, protein yapisinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla ayrilikta
her gende olan mutasyonlar saptanmistir. Calismamizda FCAS2, FCAS3, FCAS4
sendromlu hastalikla iligkili NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan
mutasyonlar incelenmistir. NLRP12 geninde 10 hastada, PLCG2 geninde
9hastada, NLRC4 geninde 6 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tiim

niikleotit yer degisimleri saptanmistir.

Anahtar sozciikler: FCAS2, FCAS3, FCAS4, genotip, fenotip, NLRP12,
PLCG2, NLRCA4.






ABSTRACT

MOLECULAR GENETIC CHANGES AND PHENOTYPIC
EFFECTS IN CAPS-LIKE DISEASES

MAMMADOVA, Sona

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Afig BERDELI
January 2020, 109 pages

Familial cold autoinflammatory syndrome-2 (FCAS2) results from a
heterozygous mutation in the NLRP12 gene on chromosome 19qg13. It is an
autosomal dominant systemic inflammatory disease characterized by recurrent
maculopapular rash attacks associated with conjunctivitis after joint pain, muscle
pain, fever, tremors, swelling of the extremities and colds. Familial cold
autoinflammatory syndrome 3 (FCAS3) is formed by heterozygous mutations in
the PLCG2 gene on chromosome 16g23. Chronic urticaria is a disease
characterized by immune dysregulation characterized by the development of
pruritis in response to erythema and colds. Familial cold autoinflammatory
syndrome-4 (FCAS4) results from a heterozygous mutation in the NLRC4 gene
on chromosome 2p22. Mutations in this gene cause autoinflammation with
infantile enterocolitis.

In this study it is aimed to evaluate the investigation of all nucleotide
changes in the DNA sequence of the causal genes of NLRP12, PLCG2, NLRC4
genes of FCAS2, FCAS3, FCAS4 syndrome and to evaluate the relationship
between genotype / phenotype and protein structure. For this purpose mutations in
each gene were determined. In our study, the mutations were studied detected in
the NLRP12, PLCG2 and NLRC4 genes related to the disease with FCAS2,
FCAS3, FCAS4 syndrome. All nucleotide displacements causing mutation in the
DNA sequence were determined in 10 patients in the NLRP12, in 9 patient in the
PLCG2, in 6 patients in the NLRC4 gene.

Keywords: FCAS2, FCAS3, FCAS4, genotype, phenotype, NLRP12,
PLCG2, NLRCA4.






Xi
ONSOZ

Bu c¢alismada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromlu hastalikla iliskili
NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar ¢alisiimistir ve tez
calismamda FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastaliklarinin nedensel genleri
olan NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerinin DNA dizisinde, protein kodlayan
eksonlarinda ve biyolojik anlami olan intron bolgelerinde saptanan tiim niikleotit
yer degisimlerinin incelenmesinindegerlendirilmesi amacglanarak saglikli ve
otoinflamatuar klinik velaboratuvar bulgulari olan hastalarda NLRP12, PLCG2 ve
NLRC4 gen analizi yapilarak hastaliklarin nedensel genetik varyantlari,

saptanmis, proteine etkileri ve genotip / fenotip iliskileri sundum.

Tez damismamim Prof.Dr.Afig BERDELi'nin ve Molekiiler Genetik
laboratuvar ¢alisanlarinin da yardimi ile laboratuvar ¢aligmalarimin sonucunu goz

ontinde bulundurarak degerlendirmelerimi yaptim.

[ZMIR
15/01/2020 Sona MAMMADOVA
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1. GIRIS

Kriyopirinle iliskili periyodik sendrom (The CryopyrinAssociated Periodic
Syndromes (CAPS)) kriyopirin proteinini kodlayan 1.kromozomun uzun kolunda
lokalize NLRP3 genindeki mutasyona bagli olarak gelisir ve otozomal dominant
(OD) kalitilir. Kriyopirin inflamazomun regiilasyonunda énemli rol oynar.CAPS
hafif, orta ve siddetli form olmak iizere ii¢ farkli otoinflamatuvar sendromdan

olusur.
1.1 Ailesel Soguk Otoinflamatuar Sendrom (FCAS)

Ailesel soguk otoinflamatuar sendrom (FCAS) ailesel soguk iirtiker (FCU),
ailesel polimorf soguk eriipsiyonu ve soguk hipersensitivitesi olarak da
bilinmektedir. FCAS otozomal dominant ve sistemik inflamatuar bir hastalik
olarak ilk defa 1940 yilinda tanimlandi.Hastada soguga maruziyetten sonra
tirtiker, artralji, konjunktivit ve ates gelisir. FCAS diger herediter peryodik ates
sendromlarindan ayiric1 6zellikleri; sogugun tetikleyen faktor olmasi, baslangig

yas1 6 ayliktan dnce olmasi ve ataklarin 24 saatten kisa siirmesidir.
1.2 Epidemiyoloji

FCAS nadir bir hastaliktir ve siklig1 tam olarak bilinmemektedir.Rapor
edilen vakalarin ¢ogu Avrupa ve Kuzey Amerika’dandir.Kadin ve erkek orani

esittir. Ataklar vakalarin %95°1 ilk 6 ay i¢ersinde ve vakalarin

%60’1inda dogumdan sonra ilk birkag¢ giin i¢inde baslar. Ortalama yas 47
giindiir (2 saat-10y1l). Semptom siddeti baslangi¢ yasiyla degismez.Urtiker eriskin

donemde daha siktir.
1.3 Klinik Bulgular

Tekrarlayan iirtikeriyal dokiintii biitiin  hastalarda en sik goriilen
bulgudur.Diger semptomlar; ates ve iisiime (%93), poliartralji (%96) ve

konjunktivit (%84) dir. Soguga maruziyetten sonra sik goriilen diger semptomlar;



asirt terleme (%78), sersemlik (% 67), basagrist (%58), asirt susama (%53),
bulantt (%51) ve miyaljidir.Artrit bu hastalarda bildirilmemistir.Semptomlari
ortaya c¢ikaracak sogufa maruziyet siiresi ortalama 52 dakikadir (5 dk- 3
saat).Ataklarin ortalama siiresi 12 saattir (30dk-72 saat).Hastalarin yaklasik
%94’linde ¢cogu ataklar 24 saatten daha kisadir.Fizik muayenede; hastalarda ates,
asir1 terleme, konjunktivit ve daha ¢ok ekstremitelerde ve yiizde goriilen tirtiker
vardir.FCAS i¢in Hoffman ve arkadaslar1 tarafindan klinik tani kriterleri
tanimlanmistir.Bu kriterler bir ¢alismada kullanildigt zaman hastalarin %41°1
FCAS i¢in tim  kriterleri,%90’1 5 kriteri ve %1000 4  kriteri
doldurmaktadir.Etkilenmeyen hastalarin hi¢ biri 2 veya daha fazla kriteri

doldurmadi.

1.4 FCAS Tam Kriterleri

1. Tekrarlayan intermittan ates ve dokiintii (dogal,deneysel veya her iki

tipte soguga maruziyet sonrasi olusur)

2. Otozomal dominant gecis

3. Dogumdan sonra ilk 6 ay icersinde baglamasi

4. Ataklarin 24 saat stirmesi

5. Ataklarla birlikte konjunktivit varlig

6. Sagirlik, periorbital 6dem, lenfadenopati ve serozitin olmamasi

1.5 Ayiric1 Tam

Kazamilmis  soguk iirtiker (ACU) fiziksel drtikerin  en  sik
nedenidir FCAS’den farkli olarak ACU tipik olarak eriskin yasta goriiliir ve
spontan olarak diizelir. ACU soguga dogrudan temasla birkag¢ dakika icinde gelisir,
saatler igersinde diizelir ve anjioddem, wheezing ve hipotansiyon ile birlikte
olabilir.Diger HPFS ozellikle MWS akla gelmelidir.SSS tutulumu (kr. aseptik

menenjit, sensoriyal isitme kaybi, optik sinir elevasyonu) MWS’de goriiliirken



FCAS’da goriilmez.Kas-iskelet sistemi 3 hastalikta farkli sekilde etkilenir.Esas
romatolojik problem FCAS’de artralji, MWS’de sinovittir.Diger ayirict tanilar

kriyoglobulinemi ve tirtikerdir.

1.6 Laboratuvar Bulgular

Ataklar sirasinda akut faz proteinlerinde artig, eritrosit sedimantasyon
hizinda artis ve 16kositoz tespit edilebilir.Serum IL-6 konsantrasyonu yiikselmis
olabilir.Mast hiicre sayis1 ve doku histamin diizeyi normaldir. Ataklar sirasinda
alman deri 0rneginde dilate damarlarin ¢evresinde yogun noétrofil, eozinofil ve
lenfosit infiltrasyonu, dermisin {ist kisminda hafif 6demle birlikte bulunur.
Interstisiyel nétrofiller ve mononiikleer hiicrelerin yer aldig1 perivaskiiler
inflamasyon esas histolojk bulgular olarak da rapor edilmistir.Deriye 5 dakika
sireyle buz uygulanarak buz kiipii testi yapilir.Bu hastalarda higbir iirtiker
gelismez.Genetik testler dikkate alindiginda FACS’da biitiin mutasyonlar 9 exonu

olan NLRP3 (CIAS1) geninin 3.exonunda tanimlanmastir.

1.7 Tedavi

Anti-inflamatuar ilaglar se¢ilmis hastalarda yararli olmaktadir.Yapilan bir
pilot ¢alismada, soguga maruziyetten once IL-1 reseptor antagonisti verilmesi
dokiintii, artralji ve ates gibi semptomlar1 engeller ve 16kosit ve IL-6 miktarlarini

azaltir.

IL-1 antagonisti olan Rilonacept (100mg) uygulanan 5 FASC’li hastada
dokiintii, ates ve eklem agrisi/sisligi birka¢ giin i¢ersinde diizelmistir ve eritrosit
sedimantasyon hizinda, CRP ve SAA’de belirgin azalma gozlenmistir. 160 ve 320
mg’lik dozlarla daha iyi sonuglar alinmistir.Calismalarda ciddi bir yan etki
gorilmemistir.Rilonacept’in FACS ve MWS gibi CAPS’l1 hastalarda eklem
agrisi, dokiintli, ates ve titreme, g6z irritasyonu ve halsizlik gibi semptomlari

diizelttigi bildirilmistir.

Canakinumab olduk¢a selektif bir IL-18 reseptor antagonistidir.

Canakinumab CAPS’la birlikte olan inflamasyonda FDA tarafindan



onaylanmistir.Erigkin dozu her 8 haftada bir 150mg sc yapilir.4 yasindan kiigiik ve
40kg altindaki ¢ocuklar i¢in doz 8 haftada bir 2mg/kg seklinde uygulanir.40 kg
iizeri ¢ocuklarda da uygulama eriskinlerdeki gibidir.Sik yan etkileri farenjit,
diyare, influenza, basagrisi ve bulantidir.Komplikasyonlar; sistemik amiloidoz
onemli bir komplikasyondur ve prognozu belirler. Amiloid nefropati sik 6lim
nedenidir.Amiloidoz gelismemis hastanin hayat beklentisi normaldir (Hoffman et

al., 2001).

Klinik semptomlarin heterojenligi farkli fenotipler i¢in farkli genlerin

sorumlu olabilecegini diislindiirmektedir.

FCAS dort gende (NLRP3, NLRP12, NLRC4 ve PLCG2) olan mutasyonlar

ile iliskilendirilmistir.



2. AILEVI SOGUKLA UYARILAN OTOINFLAMATUVAR
SENDROM 2 (FCAS 2)

FCAS 2 OD(otozomal dominant) gegisli bir hastaliktir NLRP12 genindeki
mutasyona bagli olarak gelisir.Genellikle, soguga maruziyetle baslayabilir. Ataklar
2-15 giin siirer.Ates, iirtiker benzeri eritem, artralji, miyalji ve bas agrisi

goriliir. Hastalarin ¢ogunda sensorindral isitme kayb1 gortiliir.
2.1 NLR Ailesi Pirin Domeni iceren 12 (NLRP12) GEN

NLRP12, ayrica diger isimleriyle RNO, PYPAF7 ve Monarch — 1, bir purin
iceren NLR proteinidir. Gen, ilk olarak HL60 insan l6semik hiicre ¢izgisinde
tanimlanmis ve kismen karakterize edilmistir. NO uyarimi tiizerine HL60
hiicrelerinde yukar1 regiile edildigi anlasildigir tizere ilk olarak RNO olarak
adlandirilmigtir. Sonra, tam uzunluktaki gen, bagimsiz olarak iki grup tarafindan
klonlanmis ve Monarch — 1 ve PYPAF7 olarak adlandirilmistir. NLRP12, bir N-
terminal PYD, bir merkezi NBD ve bir C- terminali LRR bélgesinden olusan bir
hiicre i¢i proteindir. Tam uzunluktaki insan NLRP12 ¢cDNA "s1, tahmini molekiiler
agirlig1 ~120 kDa olan bir 1062 aa proteini kodlamaktadir (Sekil 2.1.A). Alternatif
ekleme NLRP12'nin ¢oklu transkript varyantlariile sonuglanir (Sekil2.1.B ve
Tablo2.1).

A NLRP12 Protein
aa 718-1021

aa12-82 aa 126-201 aa 212-381
¥-r-¥- 388888

Gene organization and Isoforms
Transcript ID
X1 0
ENST00000324134
ENST00000391773
ENST00000391772
ENST00000492915
ENST00000535162
ENST00000351894
ENST00000354278
ENST00000345770

ENST00000391775

Sekil 2.1. Insan NLRP12 geni ve proteini.



(A) NLRP12 protein domainleri. NLRP12 proteini 10 ekzon tarafindan
kodlanan 1062 kalint1 uzunlugundadir.Exon 1 kodlar1 PYD i¢in.En biiyiikekson —
Exon3, bir NACHT domaini ve bir NACHT iliskili etki alam1 (NAD) igeren
NBD yi kodlarken genin 4-9 eksonlar1t LRR ‘ler i¢in kodlar.

(B) Insan NLRP'sinin transkriptleri. NLRP12'nin 9 transkripti
mevcuttur. Transkriptler, eksonlarin ve ekleme baglantilarinin  dogrusal
sekanslarinin ¢izilerek gosterilmistir. Goriintii TViewer, suite v3.1 (Genomatix

yazilimi, Ann Arbor, MI, ABD; http://www.genomatix.de/"den elde edildi)

Tablo 2.1. Insan NLRP12 nin gen ekleme varyantlari.

Adi Lokasyon (19q13.4; ters Topluluk Uzunluk = Tophiluk proteini =~ Uzunluk

iplik) transkript 1D (bp) ID (aa)

NLRP12- 54,296,857-54,327,597 ENST00000324134 3801 ENSP0O0000319377 1061

001

NLRP12- 54,296,997-54,327,648 ENST00000391773 3715 ENSPO0000375653 1062

002

NLRP12- 54,296,997-54,327,648 ENST00000391772 3205 ENSP0O0000375652 892

007

NLRP12- 54,296,997-54,311,959 ENST00000492915 2479 No protein -

005 product

NLRP12- 54,296,857-54,327,648 ENST00000535162 3681 ENSP00000438030 1004

203

NLRP12- 54,296,857-54,327,648 ENST00000351894 3516 ENSP00000340473 242

201

NLRP12- 54,296,857-54,327,648 ENSTO0000354278 3345 EMNSPO0000346231 892

202

NLRP12- 54,296,007-54,327 648 ENST00000345770 3547 ENSPO0000341428 1006

o4

NLRP12- 54,296,906-54,327 571 ENSTOO000391775 3465 ENSP00000375655 1004

003

Insan NLRP’si, agirlikli olarak nétrofiller, eozinofiller, monositler,
makrofajlar ve olgunlasmamis dentrik hiicreler gibi miyeloid soy hiicrelerinde
ifade edilir.Ekspresyonu patojenlere, patojen iriinlere ve inflamatuar sitokinlere
yanit olarak asag1 regiile edilir NLRP12 transkripsiyonun kismi asagi -
reglilasyonu, TLR stimiilasyonundan sonra B lenfosit indiiklii matiirasyon proteini

- I'in promotore baglanmasiyla elde edilir.


http://www.genomatix.de/

2.2 NLR Ailesi

Hiicre i¢i proteinlerin insan NLR ailesinin 22 iiyesine 14 NLRP iiyesi, 5
NLRC alt ailesinin tiyesi, NAIP, NLRX ve CIITA dahildir. NLR "ler N- terminal
protein baglanma domeni (CARD (kaspaz-alim domeni), PYD (pirin domeni)
veya BIR (Baculovirus IAP tekrari) ve bir C-terminali LRR (16sin bakimindan
zengin tekrar) domeni arasinda molekiiliin merkezinde bulunan NACHT adh essiz
bir niikleotit baglanma domenine sahiptir.NLR molekiillerinin bir kisminin sistein
proteaz kaspaz-1'in fonksiyonuyla etkilesime girdigi ve modile ettigi
gosterilmistir. NLRC4, NLRP6, NLRP7, NLRP10 ve NLRPI2 igeren NLR
molekiillerinin kaspaz-1 aktivitesini modiile ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte

NLRP1, NLRP3 ve NLRC4%in acik fizyolojik rolleri oldugu gdsterilmistir.

2.3 NLRP12 Ekspresyonu

NLRP12'nin ekspresyonu, immiin hiicreler, patojen iiriinleri ve inflamasom
sitokinlerle kisitlandigi ig¢in, bu proteinin iltihap ve bagisikligi diizenlemesi
ongoriilmiistiir. NLRP12'nin inflamasyon sirasinda diizenleyici roliine uygun
NLRP12 genindeki mutasyonlar, ailesel soguk otoinflamatuar sendromun bazi
formlarini igeren NLRP12AD diye adlandirilan yeni bir inflamatuar sendromlar
smifi ile iligkili bulunmus ve NBD icinde yer alan anlamsiz mutasyon
p.Arg284X’in, vahsi — tip NLRPI2 ile karsilastirildiginda NF-kB aktivitesini
baskilamakta daha az etkili oldugu calismalarda gosterilmistir. Inflamasyona
neden olan fonksiyon kaybi ile baglantili bir ekleme defekti olusturan bir ekleme
NF-kB sinyallemesi iizerindeki NLRP12 inhibitor 6zelliklerinin agik bir sekilde
azaltilmasini da tetikler.Hatta bunun aksine, evrimsel olarak korunan NBD icinde
haritalanan yanlis mutasyon p.Asp294Glu, NF-kB sinyallemesinin engellenmesi
yerine artmis kaspaz — 1 aktivasyonu ile birlesir.Ayrica olarak, bir CpG bolgesini
(p.Arg352Cys) igeren baska yanlis mutasyon proteinin niikleotid — baglanma
yerini kodlayan NLRP12'nin Ekson 3’iinde tanimlanmigtir (Jeru et al., 2011).Bu
yine de NF-kB sinyali iizerinde dogrudan bir etki, speck olusumu ve aktive
kaspaz-1 sinyallemesinde bir artis gostermez. Ayrica, NLRP12AD hastalarinin
PBMC lerinin kendiliginden saglikl1 bireylerden gelen PBMC ‘lere kiyasla biiyiik
miktarda IL-1f saldiklar1 gosterilmistir.Sonug olarak, NLRP12 nin periyodik ates


http://omim.org/entry/609648#3

sendromunda fizyolojik 6nemi kesindirse de, NF-kB yolunu diizenlemeye yonelik

davranig tanimlamaya devam etmektedir (Tuncer et al., 2014).

N
> ol
1D an) N &
NLRPI2 (1061aa) & g\\: o& 'Na 5 &
R S & )
S &£ & & F
T Y & §& 8
§ /.3 § ¥ ]
| \ /
J 7
AACL 95 m i 28 828 1049
PYD NACHT domeni LRR domeni

Sekil 2.2. NLRP12 geninde mutasyonlarin sematik diyagrami (Xiaoru Xia et al.,
2016).

NLR proteinleri bagisiklik sisteminde yer alarak bagisiklik sisteminin
toksinlere veya mikroorganizmalarin saldirisina karsi bu sistemin diizenlenmesine
yardim eder. Bagisiklik sistemi tarafindan artan aktiviteyi destekleyen NLR
proteininden farkli olarak NLRP12 inflamasom siirecine dahil olan bazi
molekiillerin salinmasini inhibe eder. Iltihaplanma bagisiklik sistemi mikrobiyal
istilacilarla savagsmak ve doku onariminmi kolaylastirmak i¢in beyaz kan
hiicrelerinin yani1 sira bir yaralanma veya hastalik bolgesine sinyal gonderdiginde

ortaya cikar.

Lenfosit Inflamasyon
proliferasyom, kaspaz
4 farkhlasma diizenlenmesi p: \-u

PROMI

Ca alglatits Klatrin

aracth endositoz

reseptorii sinyali

proteasom islevi

Sekil 2.3. NLRP12 geninin protein etkilesim agi.



Bunu yaptigt zaman inflamatuar cevabi1 durdurmak viicudun kendi

hiicrelerine ve dokularina zarar vermeyi 6nlemeye yardimei olur (Chu et al.,2015).

2.4 p.D294E Bilgisi ve NF-kB Yonetmeligi

Soguga asir1 hassasiyyet, NLRP12 geninin p.D294E mutasyonunu tasiyan
bireylerde NF — kB aktivitesinin regiilasyonu etkilenmemesine ragmen, redoks

degisiklikleri ve IL - 1B nin hizlandirilmis sekresyonu fenotip ile iliskilidir.

Immiin olmayan hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde, NLRP12 'nin ASC ile
birlikte lokalize oldugunu ve IL-1f salgilanmasina yol agan NF-kB ve kaspaz-1'i
aktive ettigini gosterir.Biyokimyasal ¢alismalar NLRP12 nin kanonik ve kanonik
olmayan NF-kB yollarina miidahale ederek proinflamatuar sitokin ve kemokin
iretimini baskiladigin1 gostermistir. NLRP12, asir1 eksprese edilen THP-1
hiicrelerinde, kanonik NF-kB alt birimlerinin niiklear translokasyonu RelA (p65)
ve p50, TLR2 agonisti ile uyarimdan sonra normal olarak ilerlerken, TLR2 ligand1
ile 6n muamele, ardindan CD40 ligand:i uyarimi, NLRP12'nin NOD ve LRR
domenleri araciligiyla NIK ile birlesmesi ve NIK 'nin proteazomun aracilik ettigi
bozunmasina yol agmasi sonucu, p52 isleminde ve niikleer translokasyonda
azalma gozlemlenmistir. Sadece NIK ile degil, aymi zamanda NIK
degradasyonuna dogrudan katilan TRAF3 ile de NLRP12nin etkilesimi
vurgulanmistir. Bu nedenle, NLRP12, TRAF3 bozulmasini ve sonug olarak NIK
aktivasyonunu Onleyerek, kontrolde kanonik olmayan NF-kB aktivasyonunu
korumaktadir (Sekil2.4.1).Bu  sebebden NLRPI12-/- hiicreleri NIK, p100
isleminin p52°ye yiikseltilmesini ve TRAF3 seviyelerini azaltmistir. Farkli
mekanizmalar araciligiyla, NLRP12 dahil olmak tizere birgok NLR nin, kanonik
NF-kB aktivasyon yolunu soniimleyerek eylemlerini yakinlagtirdigi gosterilmistir.
Ozellikle, NLRP12, inhibisyonun gerceklesmesi icin kritik goriinen, IRAKI
fosforilasyonunu ve ATP’nin NLRP12'nin NBD’sine baglanmasini engeller
(Sekil2.4).
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Anti-enflamatuar ve Inflamatuar yanitn Uvarlanabilir bagisiklikta
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Sekil 2.4. NLRP12 nin islevleri.

NLRP12'nin, kanonik ve kanonik olmayan NF-KkB sinyallemesini ve
MAPK/ ERK aktivasyon yolunu baskilayarak, inflamasyonlu sinyalleme ve kolon
timorogenezinin bir negatif regiilatorii olarak islev gérmesi beklenirken bununla
birlikte NLRP12, kaspaz-1 aktivasyonu ve proinflamatuar sitokin salinimini tahrik
ederek, Y.pestis enfeksiyonunda gosterildiyi gibi enflamasyonlu sinyallemede de
rol oynayabilir. NLRP12'nin ayrica olarak dentritik hiicrelerin, ndotrofillerin ve
klasik ve klasik olmayan MHC smif I ekspresyonunun gogiinii kontrol ederek
adaptif immiinitede bir rolii oldugu belirtilmistir.IKK, IkB kinaz; T3SS, tip 1l

sekresyon sistemi (Jéru et al.,2011).

NF-kB sinyal tizerinde NLRP12 — WT kisilerce NLRP12 — Arg352Cys
etkisini karsilastirmak icin daha 6nce NLRP12 nonsense ve ekleme sahasi
mutasyonlar arasinda zararli bir etki gostermek ic¢in kullanilan bir hiicre
sisteminde deneyleri yapilmistir. Bu NF-kB raportor tahlili gegici olarak
HEK293T hiicrelerinde eksprese edilen NLRP12 -WT'nin, p65 tarafindan
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu kuvvetle inhibe ettigini ve p.Arg352Cys
mutasyonunun varliginda benzer bir inhibisyon gostordigini dogrulamistir (Jéru et
al., 2011)


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=J%C3%A9ru%2C%2BIsabelle
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=J%C3%A9ru%2C%2BIsabelle
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2.5 NLRP12 Geninin Kromozomal Lokasyonu

Sitogenetik Yeri: 19.cu kromozomun pozisyon 13.42"deki uzun (q)koludur.
19g13.42
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Sekil 2.5. NLRP12 geninin sitogenetik diyagrama.

Molekiiler Yeri: Kromozom 19 {izerinde 53,793,584 ila 53,824,403numarali
baz ciftleri.
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3. AILESEL SOGUK OTOINFLAMATUVAR SENDROMU3(FCAS3)

Otozomal dominant immiin bozuklugu soguga maruz kalmaya yanit olarak
deri irtiker, eritem ve kasinti gelismesi ile karakterize edilmektedir.Etkilenen
bireyler, antikor eksikligi, azalmig B hiicresi sayisi, kusurlu B hiicresi,
enfeksiyona duyarliligt ve otoimmiin hastalik riskinde artis dahil olmak tizere
degisken ek immiinolojik kusurlara sahiptir.Ailesel soguk otoinflamatuvar
sendromu 3 (FCAS3) olan 3 ilgisiz aileden etkilenen bireylerde, PLCG2 geninde
3 farkli heterozigot intragenik delesyonu tanimlanmistir (Ombrello et al., 2012).

3.1 Phospholipase C Gamma 2 (PLCG2) Gen

Bu gen tarafindan kodlanan protein bir kofaktor gibi kalsiyum kullanarak 1-
fosfatidil-1D-miyo-inositol 4,5-bisfosfatin 1D- miyo —inositol 1,4,5 trisfosfata
(IP3) ve diasilgliserin(DAG) doniisiimiinii katalize eden bir transmembran sinyal
enzimidir. IP; ve DAG biiyiime faktorii reseptorlerinden ve immiin sistem
reseptorlerinden sinyalleri hiicre zarindan iletmek i¢in 6nemli olan ikinci haberci
molekiillerdir. Bu gendeki mutasyonlar , otoinflamasyon, antikor eksikligi ve
immiin diizensizlik sendromu ve ailevi soguk otoinflamatuar sendrom 3’te
bulunmustur. Ikinci haberci molekiillerin diasilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5 —
trisfosfat (IP3) iiretimine, aktive edilmis fosfatidilinositol-spesifik fosfolipaz C
enzimleri aracilik etmektedir. Transmembran sinyallesmesinde ¢ok Onemli bir

enzimdir.

1. PLCG2, 5.9-KB DEL. PLCG2 geninde bir heterozigos 5.9-kb delesyonu
olan bir ailenin etkilenen {iiyelerinde ekzon 19°un C-terminal Src- homoloji -2
(cSH2) domeninde silinmesiyle sonuglanmistir, bu oto- inhibitérdiir ve normal

olarak konstitiitif enzimatik fonksiyonu 6nlemektedir.

2. PLCG2, 8.2-KB DEL. PLCG2 geninde bir heterozigos 8.2-kb delesyonu
tanimlanan aile iiyelerinde, C-terminal Src-homoloji-2 (cSH2) domeninde, 20°den
22’ye kadar olan ekzonlarin silinmesiyle sonuglanmistir. Oto-inhibitordiir ve

normal olarak yapisal enzim fonksiyonunu 6nlemektedir.
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Sekil 3.1. PLCG2 kodlayan Fosfolipaz Cy2 deki genomik delesyon islemleri:

Panel A. Ug ailenin soyagacim PLAID ile gostermektedir.Kesintisiz
semboller etkilenen konular1 gosterir, semboller etkilenmeyen akrabalar1 ve
kareler erkek denekleri isaretlerken gevreler kadin denekleri gdsteriyor.Olmiis
konulart egik c¢izgiler gosterir. Aile 3’deki basrol {iyesi pnomoniden 1
yasindayken Olmiis.Panel B. Aile 1°'deki baglanti araligmin kesismesiyle
tanimlanan 16 nolu uzun kromozom kolu aday adaymi ve Aile 2’deki aday
araligin  kesisimi ile tanimlanan aday araligmi gostermektedir. Ug ailede ii¢ ayri

PLCG?2 delesyonu (kirmizi yatay ¢ubuklar) tanimlanmistir (Ombrello et al.,2012).

Tablo 3.1. Allellik varyantlar.

Numara * Fenotip mutasyon ~ dbSNP exac ClinVar
0,001 AILE SOGUK OTOINFLAMATORY SENDROMU 3 PLCG2,39KB - -
DEL RCV000022952
]
0000 AILESOGUK OTOINFLAMATORY SENDROMU 3 PLCG,82:KB - -]
DEL RCV000022953
]
00003 AILESOGUK OTOINFLAMATORY SENDROMU 3 PLCG 48KB - -]
DEL RCV000022954
]
0,0004 OTOMINFLAMASYON, ANTIKOR BOZUKLUK VE MMONSZ PLCG, (1397514562 - [

DIZUSTUST, PLCGL-ASSOCIATED SEROTMR ] RCV000032898
]
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3. PLCG2, 4.8-KB DEL. PLCG2 geninde oto-inhibitor olan, normal yapisal
enzim fonksiyonunu oOnleyen C-terminal Scr-homoloji-2 (cSH2) domeninin

silinmesi ile sonuglanan heterozigos 4.8-kb delesyonu tanimlanmistir(Tablo3.1,
Sekil3.1) (Ombrello et al., 2012).

3.2 PLCG2-iligkiliAntikor Eksikligi,Otoinflamasyonve Immiin
Disregiilasyon

PLCG2 geninde (600220.0001 - 600220.0003) 3 farkli heterozigot
intragenik delesyonu tanimlanmis ve mutasyonlar, baglanma analizi ve ardindan
gen dizilemesi ile bulunmustur. 6 delesyon ara noktasindan 5°i tekrarlayan
elemenlar i¢inde meydana gelmistir. 3 delesyonun her biri, C- terminal Src-
homoloji-2 (cSH2) domeni ni kapsamakta olup, oto- inhibitérdiir. Normal olarak
yapisal enzim fonksiyonunu &nler. COS-7 hiicrelerinin tam alandan yoksun
oldugu PLCG2 yapilari, ekzon 19 un delesyonu veya ekzon 20-22nin delesyonu,
vahsi tiple karsilagtirildiginda artan bazal ve Rac ile aktive edilmis fosfolipaz
aktivitesi ile sonuglanmistir (Sekil 3.2). Distal sinyalizasyon ve PLCG2 ye bagh
fonksiyonlar, fizyolojik sicakliklarda hasta immiin hiicrelerinde azalmis ve alt akis
fonksiyonunun paradoksik kaybi, negatif geri besleme ile kronik sinyallemeden
kaynaklanmis olabilir.Hasta B hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler, her ikisi de
hiicre yiizeylerinde reseptor aktivasyonuna yanit olarak kusurlu kalsiyum akist
gostermistir. Mutant PLCG2 'nin mast hiic releri icine transfeksiyonu 20 santigrat

derecede spontan degraniilasyona yol agmistir.

PLCy; Enzimatik aktivite

cSH2 SH3sPH

sPH
~ [ = | T TR |-

Vahsi tip PLCG2 [[RSHal | &nz | |50 | E
cSH2 domein o}
delesyonu I nSH2 ];:_"f,/’j;-: I I SH3 I #_
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Sekil 3.2. PLCy2 enzimatik aktivitesi.
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Mutant B hiicrelerinde kusurlu reseptdr sinyallemesinin sicakliga bagl
oldugunu, antikor eksikligi ve anormal aktivasyona ve sinif degistirmeye ve
merkezi toleransin bozulmasina neden oldugunu gostermistir. Subfizyolojik
sicakliklarda mast hiicrelerinin artmis aktivasyonu soguk {irtikerden sorumlu

olmustur (Ombrello et al.,2012).

3.3 PLCG2 Gen Mutasyonu

PLCG2’de germinin delesyonu ve nokta mutasyonlar1 karmasik bagisiklik
bozukluklarina ve insanlarda otoinflamatuar hastaliga neden olur (Ombrello et al.,
2012; Zhou et al., 2012).Benzer sekilde farelerde iki Plcg2 mutasyonu (Ali5,
D993G; Alil4, Y495C) ciddi otoinflamasyon ve antikor eksikliklerine yol
acmaktadir (Yu et al., 2005; Abe et al., 2011; Everett et al., 2009).

PLCy2Ali5te mutasyona ugramis aspartik asit kalintis1 genis membran
etkilesimlerini onleyerek PLC aktivitesi lizerinde inhibe edici etki gosterdigi one
stiriilen PLCy2 nin aktif alan agikligini ¢evreleyen bir “cikint1” olarak tanimlanan
katalitik domenin bdlgesinde bulunur (Sekil 3.3) (Ellis et al., 1998) . Okaryotik
plazma zarlarmin i¢ kisminin negatif yiiklii oldugunu not etmek ilgingtir. Bu
nedenle molekiiliin bu 6nemli bolgesinde D993G mutasyonu tarafindan negatif bir

yiik kayb1 Plcy2Ali5’in membrandan itilmesini azaltabilir (Yu et al., 2005).

‘
Katalitik

=

Sekil 3.3. Plcg2 ekspresyonu, Mutant Plcy2 'nin membran lokalizasyonu.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761305000993#!
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Murin Plcy2 'nin katalitik domenlerinin (X ve Y) fare Pleyl kristal yapisina
(Essen et al., 1996) dayanarak Plcy2 ve serit diyagrami modelinin etki domeni
yapisi. Aktif merkezi ¢evreleyen li¢ dongii substrat1 (yesil) iceren sitoplazmik
zarin i¢ tarafina dodru uzanir. Membrani isaret eden bir ¢ikinti olusturulmustur.

Asp993 ila gly993 mutasyonunun pozisyonu kiireler (ok) ile tasvir edilmistir.

Fosfoinositide spesifik fosfolipaz C (PLC) ¢esitli hiicre fonksiyonlarini
iceren bir sinyal iletim efektoriidiir. PLC plazma membraninin bir bileseni olan
fosfatidilinositol 4,5 — trifosfat hidrolize ederek ikinci haberci molekiiller inositol
1,4.5 — trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG) iiretmektedir. DAG plazma zarinda
kalmaktadir ve IP3 endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarinin salinimini
uyarirkenprotein kinaz C’yi aktive etmektedir.DAG ve IP3 alt akis hiicre-igi
hedeflere hormonlar, nérotransmiterler, antijenler ve bliyiime faktorlerinin yiliksek
diizeyde spesifik reseptorlerin gelen sinyallerinin iletimine aracilik etmektedir.Bu
nedenle hiicre hareketliligi, dollenme ve bagisiklik gibi ¢esitli biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesine katkida bulunurlar.PLC enzimleri 6 farkl alt tipe
(B, v, 9, €, M, and ) ait 13 izozimden olusmaktadir.Fosfolipazlar Cyl ve Cy2
(PLcgl ve PLcg2) PLCy alt tipleri olarak tanimlanmistir.PLcg2 en ¢ok dalak ve
lenf diigiimii gibi hematopoetik organlarda eksprese edilir ve bagisiklik sisteminin
kurulmasinda anahtar rol oynamaktadir.insan B hiicrelerinde Plcg2 sinyalinin
kaybt X’e bagli agamaglobiilinemi olarak adlandirilan bir immiin yetmezlik

sendromu ile sonuglanmaktadir (Abe et al., 2011).

APLAID ile iliskili p.Ser707Tyr mutasyonu art arda hiicre i¢i [P3 iiretimine
ve hiicre i¢i Ca2+ salimiminin artmasina neden olan bir ¢ift oto- inhibitér SH2

domeni ¢iftinin korunmug C-terminal kopyasini bozar (Chae et al., 2014).

Tekrarlayan / hotspot PLCG2 mutasyonlar1 ilk ibrutinib baglatilmasinin
ardindan 35.1 aylik bir medyan meydana gelen, 36 hasta (% 9.7) icinde 57 farkli
mutasyonlar dahildir; non-hotspot PLCG2 mutasyonlari nadirdi (her biri bir kez

tespit edilen 7 farkli varyant).

Insan PLCG2 sindeki S707Y varyant: patolojik otoimmiiniteye neden olan
kalitmsal bir mutasyon olarak belgelenerek oto-inhibitér domeninin SH2


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Abe%2C%2BKoichiro
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chae%2C%2BJae%2BJin

17

lokuslarindaki sapmalarin PLCy2 nin enzimatik aktivitesini gii¢clendirebilecegini
diistindiirmektedir.R665W ve S707Y nin ayni bdlgede barmndirildigi gbz oniine
alindiginda benzer bir kabiliyet varsayilmistir (Liu et al., 2015).

Fosfolipaz C-y2’yi (PLCy2) kodlayan gendeki mutasyonlar Bruton tirozin
kinaz inhibitorii ibrutinib ile kronik lenfositik 16semi (CLL) 'nin hedefli
tedavisine direncliligi ile iliskili oldugu gosterilmistir. PLCy2 iizerine B hiicresi
antijen reseptorii (BCR) baglanmasindan sonra sitosolik Ca2+ konsantrasyonunda
2-3 misli ibrutinib duyarsiz bir artis kazandirdigi bu mutasyonlarin ikisi R665W
ve L845F iki mutant yapisal olarak arttirilmis esas aktivite gdstermistir. ki PLCy2
mutantinin Rac2 tarafindan aktivasyona karst asir1 duyarli oldugunu ve bdylece
vahsi tip Rac2'nin bile mutant enzimlerin bozulmamis hiicrelere girmesi {izerine
aktive olmaya yettigini gostermektedir. Saglam hiicrelerde PLCy2 'nin arttirilmis
“bazal” aktivitesi yapisal olarak arttirllmig PLCy2 aktivitesinden ziyade Rac
tarafindan uyarilan Rac direncine aracilik eden farmakolojik Rac inhibitorii EHT

1864 ve PLCy2 F897Q mutasyonu gosterilmistir (Walliser et al., 2016).

Vahsi tip PLCy2'nin yapisal olarak aktif Rac2 tarafindan uyaricilara karsi
R665W ve L845F mutantlarinin duyarhiliklarini belirlemek ve karsilagtirmak i¢in
PLC y2 izozimleri artan miktarlarda Rac2G12V ile birlikte eksprese edilmistir.
Artan miktarda Rac2G12V'ye yanit olarak inositolfosfat olusumunda garpici
artislar oldugunu gostermektedir.Rac2G12V etkinliginde maksimum artis PLCy2
R665W ve PLC y2L845F igin sirasiyla 6.7 ve 35 kat olmaktadir. ki noktali
mutasyonun PLCy2 R665W ve PLC y2L845F i¢in sirasiyla 4.5 ve 6.5 kat olan
Rac2G12V 'nin potansiyelinde bir artisa neden oldugunu siirekli olarak

gozlemlenmistir.

3.4 p.Ser707Tyr Bilgisi

p.Ser707Tyr, Tyr733tin iginde bulundugu bilinen {i¢ fosforilasyon
bolgesine yakindir ve aynt cSH2 domeni, Tyr753 ve Tyr759 un her ikisi de cSH2
domeninin yaninda bulunan bir baglayic1 bodlgede yer alirAyni zamanda
p-Ser707Tyr siibstitiisyonunun PLCG2’de yeni bir fosforilasyon bdlgesi

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ekstra fosforilasyon bolgesi daha kolay ve verimli bir sekilde indiiklenebilir
bir PLCG2 formu iiretebilir. PolyPhen-2 ve SIFT ile yapilan hesaplamanin esaslh
tahminlerine dayanarak, bu varyantin p.Ser707Tyr siibstitlisyonunun oynayacagi,
PLCG2nin daha fazla molekiiler ve yapisal analizini gerektirdigi roliin kesin
olmasina ragmen protein fonksiyonunu etkilemesi muhtemeldir. Verilmis bu bilgi
ve 0zelligin baskin kaliti, p.Ser707Tyr siibstitiisyonunun PLCG2 sinyal yollarinda
artirilmig bir fonksiyon saglamaktadir (Zhou et al.,2012).

p.Ser707Tyr

!
(oo G )

783Tyr 753Tyr
707Ser N 707Tyr pa—
! r\\ ] ! .T\’ | i
N 75 s 759Tyr \ - 759Tyr

c:..Er .
P
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Sekil 3.4. PLCG2'nin sematik goriinimii ve SWISS modelinin homoloji
modellemesi.Ust panel, PLCG2'nin sematik gdsterimini ve
p.Ser707Tyr ikamesinin yeri.p.Ser707Tyr ikamesi, PLCG2 cSH2
domeninde bulunur.

Alt panel, SWISS Modeline gére homoloji modellemesi kullanilarak PLCg2
cSH2 domeni (yesil) ve SH3 domeni (turuncu) ii¢ boyutlu bir yapisal model
gosteriyor.Ser 707 nin (mavi) Tyr (kirmizi) ile degistirilmesi cSH2 domeninde
bulunuyor.Bilindik {i¢ fosforilasyon yeri macentadagdsterilmistir; Tyr733 cSH2
domeninde, Tyr753 ve Tyr759 ise baglayic1 bolgede (mavi gri) cSH2 domeni ve
SH3 domeni arasinda bulunuyor (Zhou et al.,2012).

3.5 PLCG2 Geninin Kromozomal Lokasyonu

Sitogenetik lokasyonu: kromozom 16 'nin 23.3 pozisyonundaki uzun(q) kolu
olan 160g23.3.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002929712004181#!
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Sekil 3.5. PLCG2 geninin sitogenetik diyagrama.

Molekiilerlokasyonu:kromozom16iizerinde81,779,258i1a81,962,693

numarali baz ¢iftleri.
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4. AILESEL SOGUK OTOINFLAMATUVAR SENDROM-4 (FCAS4)

Ailesel soguk otoinflamatuvar sendrom-4 (FCAS4), kromozom 2p22
iizerindeki NLRC4 genindeki heterozigot mutasyondan kaynaklanir.Bu gendeki
mutasyonlar, infantil enterokolit ile otoinflamasyona neden olur.Artralji,
miyaljiler, ates ve lislime, ekstremite sismesi ve konjunktivit genel olarak soguga
maruz kaldiktan sonra tekrarlayan makiilopapiiler dokiintii olaylar ile karakterize

nadir otozomal dominant sistemik bir hastalik seklidir.

Infantil enterokolit ile otoinflamasyon (AIFEC) diye de bilinen FCAS4,
yenidogan baslangigh enterokolit, periyodik ates ve oOliimciil otoinflamasyon
ataklar1 ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir.Etkilenen bireyler
bebeklik doneminde genel biiylime ve gastrointestinal semptomlar, splenomegali
ile tekrarlayan atesli ndbetler ve bazen de hematolojik rahatsizliklar, eklem

agrilar1 veya miyaljilere sahip olma egilimindedir.
4.1 NLR Family CARD Domain Containing 4 ( NLRC4) Gen

IPAF, CARD12 veya CLAN olarak da bilinen NLRC4 2001’de rapor
edilmistir.Pro-kaspaz-1 ile etkilesime girdigi, kaspaz-1 proteolizi ve 293T

hiicrelerinde kaspaz-1 bagimli hiicre 6liimiinii indiikledigi goriilmustiir.

NLRC4 sitozolde inaktif bir formda bulunuyor. NLRC4, apoptoz, Apaf-1 ve
CED-4te yer alan molekiillerle birlikte cok sayida domein iceren (STAND) AAA
adenosin trifosfataz ailesine aittir. N-terminal CARD domenine sahip olmayan
fare NLRC4 yapis1 2013’te belirlenmistir ve NBD, HD1, WHD den olusan bir
NOD modiilii ortaya c¢ikmistir. NOD modiili HD2 ve LRR tarafindan
izlenilmektedir ve bu yapt NLRC4'i inaktif bir formda temsil ederek tersine

cevrilmis bir soru isareti sekline sahip olmaktadir(Sekil 4.1).



Sekil 4.1. Coklu etkilesimler NLRC4'i inaktif formda stabilize eder.
A)NLRC4'lin sematik gosterimi ve CARD domeni olmayan
NLRC4in yapisi. Hidrojen baglari ve tuzlu kopriiler kesikli ¢izgiler
olarak gosterilmistir. Aktif olmayan yapiyr stabilize eden
etkilesimler : A) ADP ve NDB arasindaki agirlikli olarak H-baglar1
(NBD’den Walker A, Thr135 ve WHD’'den H438) arasindaki
etkilesimler. B) HD2 kalintilari, NLRC4'iin ve STAND ailesinin
diger iiyelerinin oligomerizasoyunu icin kritik olan a8 NBD ile
temaslara sahiptir; C) HD2 ve LRR 'nin N-ucu arasindaki kapsamli
etkilesimler; D) N- terminal LRR ve NBD arasindaki etkilesimler
(Y617- H147 ve Y585- R 145, LRR domenindeki hidrojen baginin
aracilik ettigi). (Hafner-Bratkovi¢- Inflammasome 2017)

ADP, NLRC47in aktif olmayan formunun stabilizasyonu icin kritik
goriinliyor, cilinkii birka¢ H-bonosu ile NBD'den Walker A motifi ve Thr135 ile
etkilesime girmektedir. ADP ayrica WHD’den His438 ile de etkilesime
girmektedir (Sekil4.1.A) ve hatta HD2, NBD'nin a8'1 (Sekil4.1.B) ve LRR
domeninin N-terminal kism1 (Sekil4.1.C) ile etkilesime girmesine ek olarak aktif
olmayan formu stabilize etmektedir. LRR domeni, ADP ile etkilesime girmez,
fakat NOD ile bir B hairpin araciligiyla etkilesimler yoluyla bir ¢oziiciiden
okliizyon yapmaktadir(Sekil4.1.D).
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4.2 NLRC4 Gen Inflamasyonu ve Apoptozom

NLRC4 geni kaspaz alim domenini igeren NLR ailesinin bir iiyesini
kodlar.Aile tyeleri, ¢ok ¢esitli patojenik organizmalara, doku hasarmna, diger
hiicresel streslere karsi dogal immiin cevapta O6nemli rol oynar. Bu gendeki
mutasyonlar, infantil enterokolit ile otoinflamasyona neden olur ve alternatif
ekleme ¢oklu transkript varyantlarina yol agar.Tiim memeli NLR “ler gibi NAIP5
ve NLRC4 iki korunmus bir niikleotid baglayict domeni (NBD), sarmal domeni 1
(HD1), kanatli helis domeni (WHD), sarmal domeni 2 (HD2) ve 16sin agisindan
zengin tekrar domeni (LRR) igerir (Sekil 4.2A) .Ek olarak NLRC4 fakat NAIP5
bilinmeyenfonksiyona sahip {i¢ baculoviriis apoptoz tekrar inhibitorii (BIR)
domeni iceren kaspaz-1'i toplayan bir CARD igerir.Legionella pneumophila
flagelline (FlaA) bagli NAIP5S-NLRC4 enflamasomun yapisini belirlemek igin
kriyo-EM kullamlmistir (Sekil 4.2B).Ug boyutlu rekonstriiksiyonlar1 tek bir FlaA
monomerine (Sekil 4.2B, mor) kolayca baglanmis hacimli BIR domenleri (Sekil
4.2B, ok basi) ile kolayca tanimlanan tek bir NAIPS alt birimi (Sekil 4.2B, mavi)
iceren diizenekleri ortaya koymaktadir. Oligomerin tek bir NAIP ile
cekirdeklenmesi daha sonra degisken sayida NLRC4 alt birimi ile birlesmektedir.
Tek NAIP5'1 ve bitisik NLRC4 alt birimlerinden ikisini (Sekil 4.2C ve D) igeren
inflamasomlu boélgeye odaklanarak genel olarak 5,2 A ) ¢Oziiniirliige sahip bir
yeniden yapilanma saglanmistir. NAIPS5 esas olarak hidrofobik kalintilardan
(Sekil 1E ve Sekil S5A) olusan WHD ve NBD'nin katkida bulundugu bir
oligomerizasyon ‘“donor” yiizeyi ile NLRC4 ile temas eder. NLRC4{lin ortak
“alic1” yiizeyi tamamlayici asidik ve hidrofobik kalintilardan olusur.NLRC4 alici
yiizeyindeki ¢oklu kalintilar NLRC4lin NAIP5 e baglanmasi icin gereklidir. Bu
kalintilarin ¢cogu 6zellikle 1124 ve D125 NLRC4'iin komsu NLRC4ii baglamasi
icin de gereklidir.Iki bitisik NLRC4 molekiiliiniin konformasyonlar1 simetri
yiiklenmemis olsa bile aynidir. NAIP-NLRC4 enflamasomunun o6nceki ortalama
rekonstriiksiyonlarinin ve apoptozomlar gibi iliski komplekslerin yapilarinin
aksine kapali gibi goriinen Onemli sayida halka gozlemlenmisdir (Sekil
4.2B).Halka kapanma eksikligi NAIPS teki dondr yiizeyinin NLRC4 iizerindeki
konjuge alic1 yiizeyini toplamasi ve aktive etmesine ragmen, NLRC4 teki dondr
yiizeyinin sadece ilave NLRC4 protomerleri ile etkilesime girebilmesi ve halkay1

bir etkilesime girerek kapatamamasi gibi NAIPS akseptor yiizeyi ile tutarlidir.
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NAIP5 ve NLRC4 arasindaki yapisal homoloji oligomerizasyona aracilik eden
bolgelerde yiiksek olsa da (Sekil 4.2E), NAIP5 ve NLRC4in bazi bolgeleri
ozellikle HD2 ve LRR (Sekil 4.2F) nispeten farklidir (Tenthorey et al., 2017).

31 59 121 159 232 272 361 397 600 663 766 890 922 983 1389

NAIPS 1 | [ 1403
Nt BIR1 BIR2 BIR3 NBD HD1 WHD HD2 D LRR
89 95 298 355 463 580
NLRC4 1[ ] [ 1024
CARD NBD HD1 WHD HD2 LRR

LRR insert

1

Sekil 4.2. NAIP5-NLRC4 inflamasyon.

(A)NAIPS ve NLRC4 i¢in domein mimarisinin semast. (B) Tek bir NAIP5-
FlaA (mavi) ve dokuz NLRC4 protomeri (gri) iceren iltihaplanmalarin 3D
rekonstriikksiyonu. Ok ucu NAIPS5 protomerini tanimlayan ekstra yogunlugu
vurgular. (C) NAIPS ve daha yiiksek ¢oziintirliikteki ilk iki NLRC4 protomeri i¢in
Rafine 3D rekonstriiksiyonu (NAIP5S mavi, pembe iki NLRC4 protomeri ve mor
olarak FlaA). (D) Timi (A)’da oldugu gibi domeinler tarafindan renklendirilmis
olan NAIPS5 ve iki NLRC4 protomerinin modellendirilmis yapilart EM haritasina
yerlestirilmistir. (B) ila (D) 'de iki ortogonal goriiniim gosterilmistir. (E ve F)
NAIP5 in yapisi ((A)’da oldugu gibi renkli) bir NLRC4 protomerin (mor) ile ayni
hizadadir.
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(E) NAIPS ve NLRC4iin NBD, HD1 ve WHD oligomerizasyon bdlgeleri
oldukca benzerdir. Oligomerizasyon donérii ve alici yiizeyleri (Hu et al., 2015;
Zhang et al., 2015) gosterilir. Net olmasi i¢in NAIP5 BIR etki domeini ig
gorliniimden ¢ikarilmistir (sagda). (F) NAIP5in HD2 ve LRRsi NLRC4'{in HD2
ve LRR’sinden ayrilir. NLRC4 S533 fosforilasyon dongilisii NAIPS5 te iki alfa
helezonu ile degistirilir (HD2 eki; 818 ila 851) (Tenthorey et al., 2017).

NAIP tiyeleri (NLR ailesi, apoptoz inhibit6rii protein) ailesi daha sonra
NLRC4 inflamasomunun yukar1 akis sensorleri olarak tanimlandi.Sadece bir
fonksiyonel NAIP insan genomunda kodlanmistir. NAIP, Tip III salgilama
sisteminin igne proteinini S.Typhimurium’'dan ve Chromobacterium violaceum
(Cprl), S. flexneri (MxiH), P. aeruginosa (PscF), B. thailandensis (BsalL), and
enterohaemorrhagic E. Coli (Eprl)’de bulunan homolog igne alt birimlerinden
tanir. Flagellini ve bakteriyelsekresyonsistemlerininbilesenlerini tantyabilme
yetenegi NLRC4inflamasyonunun S.Typhimurium, P. aeruginosa , S. flexneri, C.
rodentium,L. pneumophila, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae,
Yersinia, and C. albicans da dahil olmak tizere bir dizi patojene konak savunmasi
saglamasini saglar. Bazi durumlarda NLRC4 inflamasyonun yol agtigi asiri
inflamasyonun bakteriyel enfeksiyona cevabi konaker i¢in zararlidir NLRC4, ASC
yoklugunda kaspaz-1'in CARD"1 ile dogrudan etkilesime girebilen bir CARD
icerir ve bu etkilesim NLRC4'iin neden ASC’den bagimsiz olarak proptozu
indiikleyebildigini agiklayabilir. Hatta, ASC IL- 1B nin proteolitik boliinmesi i¢in
kaspaz-1'i toplayan biiyiik bie benek halinde toplanarak hiicrede NLRC4 aracili
IL-18 ve IL-1 8 salimmi giiclendirmeye hizmet etmektedir. S.Typhimurium ile
enfekte makrofajlarda endojen ASC, leke merkezinde kaspaz-1 ile NLRC4 iin bir
ic halkasin1 gevreleyen bir dis cekirdek olustururken, NLRC4 inflamasyonu
S.Typhimurium ile makrofajlarin enfeksiyonu tizerine kaspaz-8 dahil olmak
iizere komplekste c¢oklu efektdr proteinler toplar. Kaspaz-8'in hiicre Oliimii
fonksiyonlarim1 uyardigt ve NLRP3 ve pro-IL1b ekspresyonunu tesvik ettigi
diistiniilmektedir.Ek olarak kaspaz-7, L.pneumophila iceren vakuoller ile lizozom
flizyonunu kolaylastirmak NLRC4 inflamasyonunun asag1 yoniinde aktive edilir.
S.Typhimurium enfeksiyonuna cevabinda NLRC4 inflamasyon diizeneginin
indiiksiyonu NBD ve NLRC4'ilin C- terminal LRR domeini arasinda bulunan tek

evrimsel olarak korunan kalintinin Ser533iin fosforilasyonunu indiikle eden Pkcd
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kinaz gerektirir. Hatta Pkcd kinazin Salmonella veya Shigella enfeksiyonuna
cevabinda NLRC4 inflamasom aktivasyonu i¢in vazgegilmez oldugu

savunulmaktadir (Man et al., 2015).

NLRC4 inflamasyvonu
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Sekil 4.3. NAIP-NLRC4 inflamasyonunun aktivasyonu.

Toll benzeri reseptorler (6rnegin TLR4), pro-IL-18nin MyD88 ve NF-kB
yoluyla {iretilmesine aracilik eder. Bazi patojenik bakteriler, konakg¢i hiicre
fonksiyonlarmi alt etmek i¢in efektdr proteinleri iletmek iizere Tip III salgilama
sistemini (T3SS), (6rnegin, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Salmonella

Patojenite Adasi-1 veya SPI-1-T3SS) kullanir (Man et al., 2015).

Inflamasomlarimn temel bileseni dolayli patojenik bakteriler ve mantarlar ile
ilgili spesifik proteinlerin, kaspaz-1 aktivasyonu, sitokin iiretimi ve makrofaj
piroptozisini destekleyen bir inflamasom kompleksine yanit verip vermedigini
algilar NLRC4 inflamasyonu bir dizi hiicre i¢i bakteriye karst dogal immiin

yanitin bir parcasi olarak aktive edilir.
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Disk benzeri goriinlimlerinde NLRC4 inflamasomlar1 apoptozomlara
benzer. Apaf-1 (Sekil4.4A), CED-4 (Sekil4.4B) ve Dark (Sekil4.4C) ayrica
STAND smif ATPas smifinin tyeleridir ve NLRC4 olarak N- terminal CARD
domenini, NOD modiiliinii (NBD, HD1 ve WHD) ve HD2 etki domeni igerir.
Apaf-1 ve Dark ayrica C-terminali i¢erir.Apaf-1 ve Dark ayrica C-terminali i¢eren
WD40 iki B pervaneli, WD1 ve WD2'yi tekrarlar.Memeli heptamerik Apaf-1
apoptozom, mitokondriden sitokrom c¢ salimi {izerine monte edilir.Sitokrom c,
Apaf-1'in otomatik olarak inhibe olan monomerik formunu kararsiz hale getiren,
ATP veya dATP ve oligomerizasyon igin ADP'nin maruz kalmasina ve yer
degistirmesine yol agan iki B-pervane bolgesi arasinda baglanir.(Sekil4.4A). Apaf-
Iplatformunun temel islevi, efektdr kaspazlar-3 ve 7°yi daha da aktive eden
prokaspaz-9 u oncii kaspazin aktif hale getirilmesidir (Sekil4.4A). Caenorhabditis
CED-4 apoptozom diizenegi ve Oncii kaspaz CED-3'lin aktivasyonu ii¢ sirali
adimda ilerliyor (Sekil4.4B). iskele proteini CED-4, aktif olmayan bir dimer
olarak stabilize edilmis CED-9 monomeri tarafindan mevcut edilmistir. Hiicre
olimi uyaricilart CED-9u baglayan ve CED-9'un CED-4 dimerlerinden
ayrismasina neden olan, kaspaz CED-3"ii aktive edebilen CED-4 apoptozom
icinde oligomerize olmalarin1  saglayan EGL-1 aktivasyonunu indiikler
(Sekil4.4B). Son zamanlarda yapilan calismalar sadece iki CED-3 molekiiliiniin
oktamerik CED-4 halkasina kaspaz ve CARD domenleri araciligiyla baglandigini

ve bir holoenzim olarak islev gorerek bagli kaldigin1 gostermektedir.

Her ne kadar Drosophila melanogaster apoptozom adaptorii Dark, Apaf-1 ile
ayn1 domen yapisina sahip olsa da Dark oligomerizasyonuna yol agan mekanizma
oldukca farkli goriinmektedir (Sekil C). Bu apoptoz substrati Drice’yi ayiran ve
parcalayan Dronc’un etkin aktivasyonunu kolaylastirdigi gosterilmistir (Sekil C)

(Hafner-Bratkovi¢ Inflammasome, 2017).
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Sekil 4.4. Apoptozom diizeneginin mekanizmalar: ve aktivasyonu.

Modeller elektron mikroskopisinden elde edilen yapilara dayanmaktadir. A)
Apaf-1(PDB: 3JBT), B) CED-4 (PDB: 3LQQ), C) Dark/DroncCARD (PBD:
3J9K). Dark/DroncCARD partikiiliiniin yandan goriiniisiiniin, iki halkanin
mekansal diizenlemesini gosterdigigosterilmistir. DroncCARD molekiilleri kirmizi

renktedir.DarkCARD yesil renktedir (Hafner-Bratkovi¢ Inflammasome, 2017).

Inflamasomlar ve apoptozomlar kaspaz aktivite eden platformlardir. iskele
proteinleri ayn1 yapisal siiper aileye ait olsa da aktivasyon mekanizmalar1 ¢ok
farklidir.En biiyiileyici aktivator/ iskele protein oranindaki farkdir. Apaf-1 ve
Dark, onlarin aktivatorleri (Apaf-1 i¢in sitokrom ¢ ve Dark i¢in DroncCARD) ile
1:1 kompleksi gibi aktiflestirilirler. NLRC4 inflamasom durumunda, bir NAIP
ailesi tliyesine baglanan tek bir mikrobiyal molekiil muazzam bir yaniti
tetikleyebilir.Bu, NLRC4 seviyesinde yiikseltilmis ve sonra her ikisinin de in vitro
indiiksiyon tiizerine filamentler olusturdugu pro-kaspaz-1 veya ASC seviyesinde
muhtemelen daha da biiyiitiilmesi ilktir. Sinyalin bu sekilde yiikseltilmesi, etkili

immiino-gézetimi miimkiin kilarken , aym1 zamanda enfeksiyon giderildikten
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sonra immiin yanitin ¢Oziilmesiyle ilgili yeni sorular ortaya g¢ikar. NLRC4
inflamasyon aktivasyonu ile ilgili iistii acik sorular da kalmaktadir.Apoptozda
oncii kaspazlarin aktivasyonu i¢in farkli mekanizmalar da kullanilir.Bir
subtoichiometric pro-kaspaz-9 molekiilii Apaf-1 apoptozomuna baglanarak bagl
kalir.Bu CED-3 icin de gegerlidir, ama Dronc 1:1 oraninda Dark’a baglanir ve
apoptozom parcaciklarindan ayrisir NLRC4 inflamasyon diizenegindeki niikleotid
degisiminin roliidiir. Apaf-1 apoptozom durumunda, aktif olmayan monomerdeki
ADP apoptozomdaki ATP ile degistirilir(Zhang et al., 2015).

4.3 P.Val341Ala Bilgisi

NLRC4 aktivitesi HEK293 hiicrelerinde analiz edilmistir (Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonundan) ve yabani tip insan NLRC4, pMycB'ye (Santa Cruz
Biotechnology) klonlanarak Sanger sekanslamasi ile dogrulanmistir. Bolgeye
yonelik mutagenez (Stratagene QuickChange) ile tanitilan C.1022T - C
mutasyonu Sanger sekanslamasi ile dogrulanmistir. Mutant ve vahsi tip Myc-
NLRC4 i¢inyapilar bir N-terminal Flag tag ve Lipofectamine2000 (Invitrogen)
kullanilarak GFP-etiketli insan ASC’si ile HEK293 hiicrelerine gecici olarak
transfekte edilmistir. NLRC4 aktivitesi transfekte edildikten 30 saat sonra gorsel
olarak GFP-ASC odaklarinin (canli hiicrelerde epifloresan mikroskopi ile
gorsellestirildigi sekilde) olusumu ile 6lglilmistiir. Procaspase-1 p45 otoproteolizi
dogrudan p35 (anti-Flag M2 (F1804), Sigma; 1:1000 diliisyon) ve p10 (kaspaz-1
pl0 (sc- 514), Santa Cruz Biotechnology; 200 seyreltme) fare IgG veya tavsan
IgG'ye (Bio-Rad) HRP-konjuge sekonder antikor ve gelismis kemiliiminesans
kullanarak olciilmiistiir (Neil Romberget al., 2014). Insan genetik calismalari
NLRC4 teki fonksiyon kazanct mutasyonlariin otoinflamasyon ve enterokolit ile
iliskili oldugunu gostermektedir NLRC4 HDI1 domeni deneyimi tekrarlayan
otoenflamasyon ve enterokolit i¢indeki bir p.Val341Ala ikame mutasyonu ile ayn1
ailenin birkag tliyesi gosterilmistir.Bu aileden ayn1 mutasyonu olan bir yenidogan
siddetli gastrointestinal komplikasyonlar, ates ve sistemik inflamasyon gecirdi ve

dogumdan 23 giin sonra dlmiistiir.


https://www.nature.com/articles/ng.3066#auth-1
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4.4 Otoinflamasyona Neden Olan NLRC4 Genindeki Mutasyonlar.

NLRC4 teki ii¢ missense mutasyon otoinflamatuar sendromlarla baglantili
olmustur.H443P heterezigoz mutasyonu {iyeleri zaman zaman sogukta indiiklenen
ates, Urtiker ve eklem agrilar1 yasayan bir Japon ailesinde tanimlanmistir. H443P
NLRC4 mutanti hiicre sisteminde oligomerizasyona egilimli
olmustur.Otoinflamasyon soguga maruz birakilarak arttirnllmistir ve IL-1B ve
notrofil IL-17A’ya bagimliydi.V341A mutasyonu yenidogan baslangich
tekrarlayan ates alevlerine ve makrofaj aktivasyon sendromuna yol agmistir.Bu

mutantlar bilinen NLRC4 aktivatdrlerinin yoklugunda aktiftir. (Sekil4.4.1)

Hiperosmotik stres

A

ad NLRC4
’ ' » NLRP3
7 ¢
7/ Flagellin .
igne <;ubuk I l
& J Il NAIPS/6
NAIPl NAIP2 z}m olmayan NLRC4
hNAIP
ASC polimer
Pro-kaspaz-1
kaspaz-
/ pohmer
Piroptozis
Eicosainoid biosintezi ASC bensk
Aktin reorganizasyonu Pro-kaspaz-1 vanlmas
Enfakt= epitel hilcrs kovmast IL-]B\'e IL-18 olzunlagmast

Nétrofil alim

Sekil 4.5. NLRC4 inflamatuar mutasyonu: NLRC4 bakterial proteinler flagellin ve
ilk NAIP ler tarafindan algilanan T3SS'nin ¢ubuk ve igne bilesenleri
tarafindan aktive edilmistir. NLRC4 ve NLRP3 ayrica hiperosmotik
kosullar ile aktive edilmistir. NLRC4 1 sifreleyen gendeki mutasyonlar
NLRC4 inflamasomunun yapisal aktivasyonu yoluyla otoinflamasyona
neden olur.Bazen NLRP3 ve NLRC4 bakteri enfeksiyonu {lizerine ayn
inflamasyonlu kompleksin igine alinir NLRC4 inflamasoyonu ASC nin
yoklugunda kaspaz-1'i aktive edebilir.Piroptozisin ASC’den bagimsiz
oldugu gosterilmistir., ASC alimi1 NLRC4 oligomerine verimli kaspaz-1
proteolizi ve IL-1p ve IL-18 igin gereklidir. Diger sitokin bagimsiz
etkiler eikosanoid biyosentezi aktin yeniden diizenlenmesi ve enfekte
olmus epitel hiicrelerinin ¢ikarilmasini igerir.
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V341A ve T337S hastalarinda saglikli goniillillere veya CAPS hastalarina
kiyasla serum IL-18 diizeyleri ¢ok yiiksekti.U¢ NLRC4 patolojik missense
mutasyonunun tiimii NOD modiiliinde bulunur (NLRC4ilk Sekil).T337 ve V341
HD1’de bulunur ve degistirmeler HD1 /NBD etkilesimlerinin veya ADP
baglanmasinin dengesizlesmesine yol acabilirdi.H443, WHD’de yerleserek
dogrudan ADP ile hidrojen baglar1 olusturmaktadir (NLRC4ilk Sekil A).H443P
mutasyonunun olmasi bekleniyor ADP baglanmasini ve NOD modiiliindeki ana
etkilesimleri dengesizlestirir.Otoinflamatuar kosullarla iligkili NLRP3 veya
NOD2’de 100°den fazla mutasyon vardir.Yakin gelecekte daha fazla NLRC4
patolojik mutasyonunun tanimlanacagini Ongoriiyoruz.Yapilan bir ¢alismada
NOMID'1i bir hastada NLRC4 geninin somatik mozaikliligini de tanimladi. Bu
hastada NLRP3 geninde kazangli islev mutasyonlar1 veya NLRP 3’te somatik
mozaikligi tasimadi ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden elde edilen hasta
makrofajlarinda mutasyona ugramig NLRC4 {in bozulmasi, inflamatuar fenotipin
bir NLRC4 T177A mutasyonundan kaynaklandigin1 dogrulamistir. Yeni nesil
dizilimin ve transkriptominin gelismesiyle birlikte NLRC4lin diger inflamatuar
hastaliklarda roliinlin tanimlanmast muhtemel goriinmustiir. Aktif sistemik
baslangichi juvenil idiyopatik artritler ile hastalarda yiiksek NLRC4 transkript

seviyyeleri gozlemlenmistir. MAS hastalarinda ytiksek serum IL-

18 seviyeleri IL-18 hedeflemesinin bu hastalar igin yararli olabilecegini
gostermektedir. Bir NLRC4 (V341A) —-MAS hastasinin bir vaka ¢aligsmasi rhIL-
18BP (IL-18'i baglayan ve sinyallemesini bloke eden) rekombinant insan IL-18
baglanma proteini ilizerinde hizli bir iyilesme bildirmistir (Hafner-Bratkovi¢ et
al.,2017).

4.5 NLRC4 te Olan Insan Fonksiyon Kazanci Mutasyonlar

Her biri NLRC4 NBD ile iligkili HD1 ve ya WHD etki domenlerinde tekli
amino asit ikameleri (V341A, T337S ve H443P) ile sonuglanan ti¢ farkli hastalik-
iliskili mutasyon tanimlanmistir.Mutasyonlarin NLRC4'lin kendisini otomatik
olarak inhibe edilmis bir durumda tutma kabiliyyetini bozdugu ve CASP1’in
kendiliginden aktivasyonu i¢in artmis bir egilime sahip bir NLRC4 proteini ile
sonuglandigr  goriilmektedir. NLRC4 teki  heterozigoz  fonksiyon kazanci
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mutasyonlarinin bazi durumlarda tolere edebilecegi degisken klinik sonuglar
verebilecegini  gostermektedir.Sendrom NLRC4-MAS (NLRC4 makrofaj
aktivasyon sendromu) veya SCAN4 (NLRC4 te mutasyonla iliskili enterokolit ve
otoinflamasyon sendromu olarak adlandirilmistir. NAIP/ NLRC4 inflamasomu
hematopoetik olmayan bagirsak epitel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir
ve hastalardaki bazi hastalik semptomlarinin  bu hiicrelerde NLRC4

aktivasyonundan kaynaklandigi tahmin edilmistir.

4.6 NLRC4 Geninin Kromozomal Lokasyonu

Sitogenetik Lokasyon: 22.3pozisyonundakikromozom 2'nin kisa  (p)kolu
olan 2p22.3.

MM MM A ™M T ANN A AN AN N oA AN A 0 WA m

: PR - T e D e T sos e T M :
e A B P T A T P T I - R s B T R B B I B T O =T ool o
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Sekil 4.6. NLRC4 geninin sitogenetik diyagrami.

Molekiiler = Lokasyon:  kromozom 2  iizerinde 32,224,449 ila
32,265,743numarali baz ¢iftleri.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1 DNA Eldesi

Hastalardan almman EDTA'll tlipteki 1ml periferik kandan 200 pl
alinarakgenomik DNA elde edildi.

Sekil 5.1. EDTA It tiip.

DNA eldesi i¢in [Prep ™ PureLink® gDNA Kan Kiti genomik DNA "nin

(gDNA) hizli ve otomatik ¢ikarilmasini saglamak tizere kullanildi.

Sekil 5.2.1Prep ™ PureLink® otomatik DNA izolasyon cihazi.

Bu yontem icin Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification

(K1820-01) DNA izolasyon mini kiti kullanildi.
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PureLink® Genomik DNA Mini Kiti ¢ok ¢esitli 6rnek tiirlerinden yiiksek
verim, yiiksek saflikta genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonlar1 saglar.

PureLink® Genomic DNA Mini Kit'in 6zellikleri:

Kit esnekligi — bir kit ¢esitli 6rnek tipleri ve boyutlarla ¢aligir

Ultraclean gDNA — DNA iiriiniiniin asgari diizeyde kirlenmesi, basarili

akis asagi uygulama anlamina gelir

Gelistirilmis tasarim - daha iyi verim ve saflik i¢in optimize edilmis doner

kolon tasarimi ve tampon formiilasyonu.

Sekil 5.3. Pure Link™ Genomic DNA Mini Kit (K1820-01).

Kit prospektiisine gore DNA eldesi islemleri yapildi.Genomik

DNAeldesinin asamalarinda kullanilan soliisyonlarin amaglar1 su sekildedir:

Hiicre lizis soliisyonu ile hiicre zarinin uzaklastirilip hiicre igeriklerinin
aciga ¢ikmasini, proteinaz K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinlerin ve
RNA’nin uzaklagtirilmasini saglar. Alkolle DNA’nin membranda presipitasyon
basamag ile yikamasi gergeklestirlir. Membrana baglama basamaklar1 sonucunda
alkol, protein ve membran lipid kontaminasyonlarindan uzaklastirilmis halde en
son uygulanan Elution basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanir. Elution

tampon ¢o6zeltisi ile membrana bagli kalan niikleik asidin %85-100’1 elde edilir.
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5.2 Hazirlama ve Prosediir
Thermo-Shaker 550C'ye ayarlanir.

Her hasta i¢in 1,5 ml'lik ependorf, spin ve Columns tiipler hazirlanir.

Hastalarin isimleri tiiplerin iizerine ve kapaklarina yazilir.

Etil alkol saf olmasi i¢in yeni olarak hazirlanir. (%95>)

Steril bir ependorf tiiptine 200ul donmus ya da taze kan 6rnegi konur.

Uzerine 20 ul Proteinaz-K eklenir.

20 ul Rnase A ekleyin ve vortekslenir, oda sicakliginda 2 dakika

inkiibeedilir.

200 pl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana

kadarvortekslenir.

Protein sindirimini hizlandirmak igin 550C'de 30 dk. Thermo-Shaker inkiibe
edilir.

200 pl %96-100'iik etil alkol eklenir, 15 saniye kadar vortekslenir.

Ependorftaki lizattan collection tiiplerine ~640 pl eklenir.

10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edin.Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe
yerlestirilir. « 500 pul Wash Buffer 1 ilave edilir.

10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edin.Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe

yerlestirilir.

500 pl Wash Buffer 2 ilave edilir.

3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir.Kolonlar1 atin ve temiz tiipe

yerlestirilir.
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50-200 upl (ort. 100 pl) Elution Buffer eklenir, 5 dakika oda

1sisindabekletilir.

Maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

Elde edilen DNA toplama tlipiinde birikmistir, burdan mikropipetle
ependorfa aktarilarak +4C0O'de ya da -200C"de saklanilarak, gerekirse diliie

edilerek kullanilir.

5.2.1 DNA 'nin kontrol edilmesi

2 ul (100 ng) DNA ¢ozeltisi %1°lik agaroz jelde elektroforez islemi yapildi.

Sekil 5.4. Agaroz jelde elektroforez islemi.

DNA safliginin o6lgiilmesi igin, NanoDrop Spektrofotometre cihazinda
260/280 nm dalga boyunda Olgiim yapildi.Kontrolii tamamlanan DNA

molekiilleri, DNA sekans analizine baslamak iizere +40C’de saklandi.

5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR) DNA
icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgilin bir bdlgeyi
enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir.

PCR yonteminin gelismesinde en biiyiikk katkiyi Tag Polimeraz enziminin
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bulunmas1 yapmistir ki bu da yiiksek sicakliklara dahi dayanabilen tek
enzimdir.Bu enzim ilk olarak Yellowstone milli parkinda bir kaplicada yasayan
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmistir. Dr. Kary B. Mullis 1980'li
yillarda yaptigi PCR ¢alismalar1 i1e1993 yilinda Kimya alaninda Nobel Odiilii

almistir.

Yontem basitge tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda
cogaltilmasi esasina dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da tanimlanan
PCR; 94 °C-98 °C araliginda gergeklestirilen denatiirasyon, 37 °C-65 °C
araliginda gerceklestirilen yapisma (Ing. annealing) ve 72 °C’de gerceklestirilen
uzama asamalarindan olusur ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasina

dayanir (Bartlett et al., 2003).

Tablo 5.1. PCR dongiisii.

PCR dongiisii

T~ | DNA  DNA primer  niikleotit
ilesenler a E

Denatiirasyon 34-98 0f E l g
/N

Yapisma 37 - 6500 Ea E

;
"
Uzama 72 0( E

Bu tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan {i¢ basamak bir dongiiyii
olusturur ve her 6zgiil DNA parcasi1 ¢ogaltilarak iki katina ¢ikarilmis olur. Yeni
sentezlenen DNA da bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve bu DNA
parcalar1 geometrik olarak artar.Teoride 6zgiill DNA parcast; siklus sayisi (n) ve
baslangictaki hedef sayisina (t) bagli olarak yaklasik tx2n sayisina ulasir.Hedef

sayisi, enzim, dNTP, primer konsantrasyonu ve ¢ogaltilan bdlgenin birikmesi gibi


https://tr.wikipedia.org/wiki/Yellowstone
https://tr.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kary_B._Mullis
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kary_B._Mullis
https://tr.wikipedia.org/wiki/1993
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kimya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nobel_%C3%96d%C3%BCl%C3%BC
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nobel_%C3%96d%C3%BCl%C3%BC
https://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0n_vitro
https://tr.wikipedia.org/wiki/Denat%C3%BCrasyon
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nedenlerle iirlin miktar1 formiildeki sayiya ulasmaz.Fakat yinede milyonlarca
kopyalik ¢ok yiiksek yogunluga ulasan hedef DNA molekiiliiniin PCR sonrasi
agaroz jel elektroforezi gibi bir yontemle gosterilmesi oldukga kolaydir. (Mikael

et al., 2006)

PCR islemi i¢in toplamda 25 pl olacak sekilde; igerisinde; 1pul genomic
DNA, Gene Amp Gold Buffer (15 mmol/l Tris-HCI, pH 8.0, 50 mmol/IKCl), 2.5
mmol MgCI2 hazirlandi her birinden 50 umol/l dGTP,dATP, dTTP ve dCTP, 5
pmol forward ve reverse primer ve 1.0U Ampli Taq Gold polimeraz eklendi. PCR
reaksiyonu 1 ul (100 ng) genomik DNA, Enhancer Buffer (20 mM Tris (pH 8.3),
50 mM KClI, 1.5 mMMgCl2)

2.5 uL, d NTP mix karisgimi 0.5 uL (0.2 mM), forward primer 1 uL (10
pmol/ul), reverse primer 1 ul (10 pmol/ul) (Invitrogen) , 1.0 U PlatiniumTagq DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), deiyonize su ile 25 uL total voliime

tamamlanmistir.

Sekil 5.5. MyGene Gradient Thermal Cycler cihazi.

MyGene Gradient Thermal Cycler cihazinda gradient programinda PCR

amplifikasyonu gerceklestirilmistir.
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5.4 DNA Dizileme

Cycle Sequencing PCR Big Dye Terminator v3.1 kiti kullanilarak ve her
sekans bolgesine uygun reverse ya da forward primer kullanilarak kit 31
prospektiisiinde yazilan protokole gore yapildi.Elde edilen Cycle Sequencing PCR
iirinleri BigDyeXT (Applied Biosystems; USA) saflastirma kiti kullanilarak
yapildi. DNA dizi analizleri ABI 3100 Otomatik Jel Kapiller Analizator
sisteminde sekans bolgesinin boyutlarina gore kisa ve ya uzun kapiller seti

kullanilarak yapildi.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar  ile bu  programlarin  yonettigi  elektroforez  sistemini
icerir.Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir
151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik
151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 1sik ile
taranan bolgeye geldiginde uyarilir.Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan
dalga boyunda 15181 geri yansitir.Yansiyan bu 151k demeti bir detektor tarafindan
kaydedilir.

Elde edilen diziler ayni sistemin kendi software ve SeqScape2.0 programi
kullanilarak FASTA elektronik kiitiiphaneden elde edilen normal NLRP12
"NM_001277126.1", PLCG2 “NM_002661.5”, NLRC4

“NM_021209.4”gen dizisi ile karsilagtirildi ve varolan nukleotid yer

degisimleri ve uygun aminoasit mutasyonlar kayit edildi.

5.4.1 NLRP12 geni icin referans dizisi

Saptanan 1061 aminoasitten olusan protein yapisina yansimasiUniProtKB

P59046 protein veritabanlarindan elde edilmistir.
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MLRTAGRDGL CRLSTYLEEL EAVELKKFKL YLGTATELGE


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001277126.1
https://www.uniprot.org/uniprot/P59046
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GKIPWGSMEK

60 70 80 90

AGPLEMAQLL ITHFGPEEAW RLALSTFERI NRKDLWERGQ

100

REDLVRDTPP

110 120 130 140

GGPSSLGNQS TCLLEVSLVT PRKDPQETYR DYVRRKFRLM

150

EDRNARLGEC

160 170 180 190

VNLSHRYTRL LLVKEHSNPM QVQQQLLDTG RGHARTVGHQ

200

ASPIKIETLF

210 220 230 240

EPDEERPEPP RTVVMQGAAG IGKSMLAHKY MLDWADGKLF

250

QGRFDYLFYI
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260 270 280 290

NCREMNQSAT ECSMQDLIFS CWPEPSAPLQ ELIRVPERLL

300

FIIDGFDELK

310 320 330 340

PSFHDPQGPW CLCWEEKRPT ELLLNSLIRK KLLPELSLLI

350

TTRPTALEKL

360 370 380 390

HRLLEHPRHV EILGFSEAER KEYFYKYFHN AEQAGQVFNY

400

VRDNEPLFTM

410 420 430 440

CFVPLVCWVV CTCLQQQLEG GGLLRQTSRT TTAVYMLYLL

450

SLMQPKPGAP

460 470 480 490

RLQPPPNQRG LCSLAADGLW NQKILFEEQD LRKHGLDGED
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500

VSAFLNMNIF

510 520 530 540

QKDINCERYY SFIHLSFQEF FAAMYYILDE GEGGAGPDQD

550

VTRLLTEYAF

560 570 580 590

SERSFLALTS RFLFGLLNEE TRSHLEKSLC WKVSPHIKMD

600

LLQWIQSKAQ

610 620 630 640

SDGSTLQQGS LEFFSCLYEI QEEEFIQQAL SHFQVIVVSN

650

IASKMEHMVS

660 670 680 690

SFCLKRCRSA QVLHLYGATY SADGEDRARC SAGAHTLLVQ

700

LPERTVLLDA
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710 720 730 740

YSEHLAAALC TNPNLIELSL YRNALGSRGV KLLCQGLRHP

750

NCKLQNLRLK

760 770 780 790

RCRISSSACE DLSAALIANK NLTRMDLSGN GVGFPGMMLL

800

CEGLRHPQCR

810 820 830 840

LOMIQLRKCQ LESGACQEMA SVLGTNPHLV ELDLTGNALE

850

DLGLRLLCQG

860 870 880 890

LRHPVCRLRT LWLKICRLTA AACDELASTL SVNQSLRELD

900

LSLNELGDLG

910 920 930 940

VLLLCEGLRH PTCKLQTLRL GICRLGSAAC EGLSVVLQAN
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950

HNLRELDLSF

960 970 980 990

NDLGDWGLWL LAEGLQHPAC RLQKLWLDSC GLTAKACENL

1000

YFTLGINQTL

1010 1020 1030 1040

TDLYLTNNAL GDTGVRLLCK RLSHPGCKLR VLWLFGMDLN

1050

KMTHSRLAAL

1060

RVTKPYLDIG C

1 gttcgttgca acaaattgat gagcaatgct tttttataat gccaactttg tacaaaaaag

61 ttggcatgct acgaaccgca ggcagggacy gectetgteg cetgtccacc tacttggaag

121 aactcgaggc tgtggaactg aagaagttca agttatacct ggggaccgceg acagagetgg

181 gagaaggcaa gatcccctgg ggaageatgg agaaggecgg tccectggaa atggeccage

241 tgctcatcac ccacttcggy ccagaggagg cctggaggtt ggetctcage acctttgage

301 ggataaacag gaaggacctg tgggagagag gacagagaga ggacctggtg agggatacce
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361 cacctggtgg ccegtectea cttgggaacc agtcaacatg cettctggaa gtctctcttg

421 tcactccaag aaaagatcce caggaaacct acagggacta tgtccgcagg aaattcegge

481 tcatggaaga ccgcaatgeg cgectagggg aatgtgtcaa cctcagecac cggtacacce

541 ggctcctget ggtgaaggag cactcaaacc ccatgcaggt ccageageag cttetggaca

601 caggccgggg acacgcgagg accgtgggac accaggctag ccccatcaag atagagaccce

661 tctttgagce agacgaggag cgecccgage caccgegeac cgtggtcatg caaggegegg

721 cagggatagg caagtccatg ctggcacaca aggtgatgct ggactgggeg gacgggaage

781 tcttccaagy cagatttgat tatctcttct acatcaactg cagggagatg aaccagagtg

841 ccacggaatg cagcatgcaa gacctcatct tcagcetgcety gectgagece agegegecte

901 tccaggagct catccgagtt cccgagegcec tecttttcat catcgacgge ttcgatgage

961 tcaagccttc tttccacgat cctcagggac cetggtgect ctgetgggag gagaaacgge

1021 ccacggagct gcttcttaac agcttaattc ggaagaagct gctcecctgag ctatctttge

1081 tcatcaccac acggcccacg getttggaga agetccaceg tetgetggag caccceaggc

1141 atgtggagat cctgggcttc tctgaggcag aaaggaagga atacttctac aagtatttce

1201 acaatgcaga gcaggcgggc caagtcttca attacgtgag ggacaacgag cctctcttca

1261 ccatgtgctt cgtcececctg gtgtgetggg tggtgtgtac ctgectecag cageagetgg

1321 agggtggggg getgttgaga cagacgtcca ggaccaccac tgcagtgtac atgetctace

1381 tgctgagtct gatgcaacce aagecggggg cceccgegect ccagecceca cccaaccaga
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1441 gagggttgtg ctccttggeg gcagatgggc tctggaatca gaaaatccta tttgaggagce

1501 aggacctccg gaagcacggc ctagacgggg aagacgtcete tgecttectc aacatgaaca

1561 tcttccagaa ggacatcaac tgtgagaggt actacagctt catccacttg agtttccagg

1621 aattctttgc agctatgtac tatatcctgg acgaggggga gggcggggca ggeccagacc

1681 aggacgtgac caggctgttg accgagtacg cgttttctga aaggagcttc ctggcactca

1741 ccagecgctt cetgtttgga ctectgaacg aggagaccag gagecaccty gagaagagtc

1801 tctgctggaa ggtctcgeeg cacatcaaga tggacctgtt gcagtggatc caaagcaaag

1861 ctcagagcga cggctccacc ctgcagcagg getecttgga gttcttcagce tgcettgtacg

1921 agatccagga ggaggagttt atccagcagg ccctgageca cttccaggty atcgtggtca

1981 gcaacattgc ctccaagatg gagcacatgg tctectegtt ctgtctgaag cgctgcagga

2041gcgceccaggtgctgeacttgtatggegeca  cctacagegeggacggggaa gaccgegega

2101 ggtgctccge aggagegceac acgetgttgg tgcagctacc agagaggacc gttctgetgg

2161 acgcctacag tgaacatctg gcageggecc tgtgcaccaa tccaaaccty atagagetgt

2221 ctctgtaccy aaatgeccty ggcagecggg gggtgaaget getctgtcaa ggactcagac

2281 accccaactg caaacttcag aacctgaggc tgaagaggtg ccgcatctcc agctcagect

2341 gcgaggacct ctctgcagct ctcatagcca ataagaattt gacaaggatg gatctcagtg

2401 gcaacggcgt tggattccea ggeatgatge tgctttgcga gggectgegg catccecagt

2461 gcaggctgca gatgattcag ttgaggaagt gtcagctgga gtccggggct tgtcaggaga
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2521 tggcttetgt getcggeacc aacccacate tggttgagtt ggacctgaca ggaaatgeac

2581 tggaggattt gggcctgagg ttactatgce agggactgag geacccagte tgcagactac

2641 ggactttgtg gctgaagatc tgccgcectca ctgetgetge ctgtgacgag ctggectcaa

2701 ctctcagtgt gaaccagagc ctgagagagc tggacctgag cctgaatgag ctgggggacc

2761 tcggggtgct getgetgtgt gagggectca ggeatcecac gtgcaagete cagaccctge

2821 ggttgggcat ctgccggety ggctetgecg cctgtgaggg tetttetgtg gtgetccagg

2881 ccaaccacaa cctccgggag ctggacttga gtttcaacga cctgggagac tggggcectgt

2941 ggttgctggce tgaggggcetg caacatcccg cctgcagact ccagaaactg tggctggata

3001 gctgtggect cacagecaag gettgtgaga atctttactt caccetgggg atcaaccaga

3061 ccttgaccga cctttacctg accaacaacg ccctagggga cacaggtgte cgactgcttt

3121 gcaagcggct gagccatcct ggetgcaaac tccgagtcct ctggttattt gggatggacc

3181 tgaataaaat gacccacagt aggttggcag cgcttcgagt aacaaaacct tatttggaca

3241 ttggcetgetg cccaacttte ttgtacaaag ttggcattat aagaaagcat tgcttatcaa

3301 tttgttgcaa cgaac

5.4.2 PLCG?2 geni icin referans dizisi

Saptanan 1265 aminoasitten olusan protein yapisina yansimasiUniProtKB

P16885 protein veritabanlarindan elde edilmistir.
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MSTTVNVDSL AEYEKSQIKR ALELGTVMTV FSFRKSTPER
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RTVQVIMETR
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QVAWSKTADK IEGFLDIMEI KEIRPGKNSK DFERAKAVRQ
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KEDCCFTILY

110 120 130 140

GTQFVLSTLS LAADSKEDAV NWLSGLKILH QEAMNASTPT

150

IHESWLRKQI

160 170 180 190

YSVDQTRRNS ISLRELKTIL PLINFKVSSA KFLKDKFVEI

200

GAHKDELSFE

210 220 230 240

QFHLFYKKLM FEQQKSILDE FKKDSSVFIL GNTDRPDASA

250

VYLHDFQRFL
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260 270 280 290

IHEQQEHWAQ DLNKVRERMT KFIDDTMRET AEPFLFVDEF

300

LTYLFSRENS

310 320 330 340

IWDEKYDAVD MQDMNNPLSH YWISSSHNTY LTGDQLRSES

350

SPEAYIRCLR

360 370 380 390

MGCRCIELDC WDGPDGKPVI YHGWTRTTKI KFDDVVQAIK

400

DHAFVTSSFP

410 420 430 440

VILSIEEHCS VEQQRHMAKA FKEVFGDLLL TKPTEASADQ

450

LPSPSQLREK

460 470 480 490

IHKHKKLGP RGDVDVNMED KKDEHKQQGE LYMWDSIDQK



49

500

WTRHYCAIAD

510 520 530 540

AKLSFSDDIE QTMEEEVPQD IPPTELHFGE KWFHKKVEKR

550

TSAEKLLQEY

560 570 580 590

CMETGGKDGT FLVRESETFP NDYTLSFWRS GRVQHCRIRS

600

TMEGGTLKYY

610 620 630 640

LTDNLTFSSI YALIQHYRET HLRCAEFELR LTDPVPNPNP

650

HESKPWYYDS

660 670 680 690

LSRGEAEDML MRIPRDGAFL IRKREGSDSY AITFRARGKV

700

KHCRINRDGR
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710 720 730 740

HFVLGTSAYF ESLVELVSYY EKHSLYRKMR LRYPVTPELL

750

ERYNMERDIN

760 770 780 790

SLYDVSRMYYV DPSEINPSMP QRTVKALYDY KAKRSDELSF

800

CRGALIHNVS

810 820 830 840

KEPGGWWKGD YGTRIQQYFP SNYVEDISTA DFEELEKQII

850

EDNPLGSLCR

860 870 880 890

GILDLNTYNV VKAPQGKNQK SFVFILEPKQ QGDPPVEFAT

900

DRVEELFEWF

910 920 930 940

QSIREITWKI DTKENNMKYW EKNQSIAIEL SDLVVYCKPT
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950

SKTKDNLENP

960 970 980 990

DFREIRSFVE TKADSIIRQK PVDLLKYNQK GLTRVYPKGQ

1000

RVDSSNYDPF

1010 1020 1030 1040

RLWLCGSQMV ALNFQTADKY MQMNHALFSL NGRTGYVLQP

1050

ESMRTEKYDP

1060 1070 1080 1090

MPPESQRKIL MTLTVKVLGA RHLPKLGRSI ACPFVEVEIC

1100

GAEYDNNKFK

1110 1120 1130 1140

TTVVNDNGLS PIWAPTQEKYV TFEIYDPNLA FLRFVVYEED

1150

MFSDPNFLAH
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1160 1170 1180 1190

ATYPIKAVKS GFRSVPLKNG YSEDIELASL LVFCEMRPVL

1200

ESEEELYSSC

1210 1220 1230 1240

RQLRRRQEEL NNQLFLYDTH QNLRNANRDA LVKEFSVNEN

1250

QLQLYQEKCN

1260

KRLREKRVSN SKFYS

1 agggcatgta gcaggtcgge cttctggtte agagtctegt gttctcegte ctgcagagge

61 gatgggaagg tgaagcactg ccggatccag aaggagggcea gegtctacct getggggace

121 accacggagt tcgagtctct ggtggagtty gtgaactact tcaagaagaa accgttgtat

181 cgcaagatca agctgegtta cccagtgacg ccggagetgg tggagegcett cagtgcaaac

241 gagaactgct cttccatata catggagacy tacgtgaagc ccaacgagat tgagecgteg

301 ctgceccaga atacggteeg ggctttgtac agetaccagg ccaagcgace cgacgagcetg

361 agcttcacta aaggagcact gattcataac gtgtccaaac aagtggacgg gtggtggaaa

421 ggcgactacg gagggcgact geagcetctte ttccctgeca attacgtgga ggaagtgtcee
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481 aactcagcac agactgacgc caaagctcag gagatggaag acaaccctct gggggaactc

541 tgcaagggaa tcgtggagat ctccatgtac aac

5.4.3 NLRC4 geni icin referans dizisi

Saptanan 1024 aminoasitten olusan protein yapisina yansimasiUniProtKB

QO9NPP4 protein veritabanlarindan elde edilmistir.
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MNFIKDNSRA LIQRMGMTVI KQITDDLFVW NVLNREEVNI
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ARGIIHMILK KGSESCNLFL KSLKEWNYPL FODLNGQSLF

100

HQTSEGDLDD

110 120 130 140

LAQDLKDLYH TPSFLNFYPL GEDIDIIFNL KSTFTEPVLW

150

RKDQHHHRVE

160 170 180 190

QLTLNGLLQA LQSPCIIEGE SGKGKSTLLQ RIAMLWGSGK
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200

CKALTKFKFV

210 220 230 240

FFLRLSRAQG GLFETLCDQL LDIPGTIRKQ TFMAMLLKLR

250

QRVLFLLDGY

260 270 280 290

NEFKPQNCPE IEALIKENHR FKNMVIVTTT TECLRHIRQF

300

GALTAEVGDM

310 320 330 340

TEDSAQALIR EVLIKELAEG LLLQIQKSRC LRNLMKTPLF

350

VVITCAIQMG

360 370 380 390

ESEFHSHTQT TLFHTFYDLL IQKNKHKHKG VAASDFIRSL

400

DHCGDLALEG
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410 420 430 440

VFSHKFDFEL QDVSSVNEDYV LLTTGLLCKY TAQRFKPKYK

450

FFHKSFQEYT

460 470 480 490

AGRRLSSLLT SHEPEEVTKG NGYLQKMVSI SDITSTYSSL

500

LRYTCGSSVE

510 520 530 540

ATRAVMKHLA AVYQHGCLLG LSIAKRPLWR QESLQSVKNT

550

TEQEILKAIN

560 570 580 590

INSFVECGIH LYQESTSKSA LSQEFEAFFQ GKSLYINSGN

600

IPDYLFDFFE

610 620 630 640

HLPNCASALD FIKLDFYGGA MASWEKAAED TGGIHMEEAP
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650

ETYIPSRAVS

660 670 680 690

LFFNWKQEFR TLEVTLRDFS KLNKQDIRYL GKIFSSATSL

700

RLQIKRCAGV

710 720 730 740

AGSLSLVLST CKNIYSLMVE ASPLTIEDER HITSVTNLKT

750

LSIHDLQNQR

760 770 780 790

LPGGLTDSLG NLKNLTKLIM DNIKMNEEDA IKLAEGLKNL

800

KKMCLFHLTH

810 820 830 840

LSDIGEGMDY IVKSLSSEPC DLEEIQLVSC CLSANAVKIL

850

AQNLHNLVKL
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860 870 880 890

SILDLSENYL EKDGNEALHE LIDRMNVLEQ LTALMLPWGC

900

DVQGSLSSLL

910 920 930 940

KHLEEVPQLV KLGLKNWRLT DTEIRILGAF FGKNPLKNFQ

950

QLNLAGNRVS

960 970 980 990

SDGWLAFMGV FENLKQLVFF DFSTKEFLPD PALVRKLSQV

1000
LSKLTFLQEA
1010 1020

RLVGWQFDDD DLSVITGAFK LVTA

1 ctgctggaag tectctggga ttcaagaatg aagagtagtt ttacagaaaa aagaggacaa

61 tattgggatc acctttgacc tttccatttg gaaataatat tttctattgt gttatagaaa

121 ggtgggaagc tttcatccag aacaatgaat ttcataaagg acaatagccg ageccttatt

181 caaagaatgg gaatgactgt tataaagcaa atcacagatg acctatttgt atggaatgtt



58

241 ctgaatcgeg aagaagtaaa catcatttge tgcgagaagg tggagcagga tgctgetaga

301 gggatcattc acatgatttt gaaaaagggt tcagagtcct gtaacctctt tcttaaatce

361 cttaaggagt ggaactatcc tctatttcag gacttgaatg gacaaagtct ttttcatcag

421 acatcagaag gagacttgga cgatttggct caggatttaa aggacttgta ccatacccca

481 tcttttctga acttttatce ccttggtgaa gatattgaca ttatttttaa cttgaaaagc

541 accttcacag aacctgtcct gtggaggaag gaccaacacc atcaccgegt ggageagcetg

601 accctgaatg gectectgea ggetcttcag ageccctgca tcattgaagg ggaatctgge

661 aaaggcaagt ccactctgct gcagcegaatt gecatgcetct ggggcetcegg aaagtgeaag

721 gctctgacca agttcaaatt cgtcttctte ctccgtctca gcagggecca gggtggactt

781 tttgaaaccc tctgtgatca actcctggat atacctggca caatcaggaa geagacatte

841 atggccatge tgctgaagct gecggeagagg gttcttttec ttettgatgg ctacaatgaa

901 ttcaagcccc agaactgece agaaatcgaa gecctgataa aggaaaacca ccgettcaag

961 aacatggtca tcgtcaccac taccactgag tgcctgagge acatacggea gtttggtgec

1021ctgactgctgaggtgggggatatgacagaagacagegece  aggctctcat ccgagaagtg

1081 ctgatcaagg agcttgctga aggcttgttg ctccaaattc agaaatccag gtgcttgagg

1141 aatctcatga agacccctct ctttgtggtc atcacttgtg caatccagat gggtgaaagt

1201 gagttccact ctcacacaca aacaacgctg ttccatacct tctatgatct gttgatacag

1261 aaaaacaaac acaaacataa aggtgtggct gcaagtgact tcattcggag cctggaccac
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1321 tgtggagacc tagctctgga gggtgtgttc tcccacaagt ttgatttcga actgcaggat

1381 gtgtccagceg tgaatgagga tgtcctgetg acaactgggc tectctgtaa atatacagct

1441 caaaggttca agccaaagta taaattcttt cacaagtcat tccaggagta cacagcagga

1501 cgaagactca gcagtttatt gacgtctcat gagccagagg aggtgaccaa ggggaatggt

1561 tacttgcaga aaatggtttc catttcggac attacatcca cttatagcag cctgetccgg

1621 tacacctgtg ggtcatctgt ggaagccacc agggctgtta tgaagcacct cgcageagtg

1681 tatcaacacg gctgccttct cggactttcc atcgccaaga ggcctctetg gagacaggaa

1741 tctttgcaaa gtgtgaaaaa caccactgag caagaaattc tgaaagccat aaacatcaat

1801 tcctttgtag agtgtggcat ccatttatat caagagagta catccaaatc agcectgagce

1861 caagaatttg aagctttctt tcaaggtaaa agcttatata tcaactcagg gaacatccce

1921 gattacttat ttgacttctt tgaacatttg cccaattgtg caagtgccct ggacttcatt

1981 aaactggact tttatggggg agctatggct tcatgggaaa aggctgcaga agacacaggt

2041 ggaatccaca tggaagaggc cccagaaacce tacattccca gcagggcetgt atctttgtte

2101 ttcaactgga agcaggaatt caggactctyg gaggtcacac tccgggattt cagcaagttg

2161 aataagcaag atatcagata tctggggaaa atattcagct ctgccacaag cctcaggctg

2221 caaataaaga gatgtgctgg tgtggctgga agcctcagtt tggtcctcag cacctgtaag

2281 aacatttatt ctctcatggt ggaagccagt cccctcacca tagaagatga gaggcacatc

2341 acatctgtaa caaacctgaa aaccttgagt attcatgacc tacagaatca acggctgecg
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2401 ggtggtctga ctgacagctt gggtaacttg aagaacctta caaagctcat aatggataac

2461 ataaagatga atgaagaaga tgctataaaa ctagctgaag gcectgaaaaa cctgaagaag

2521 atgtgtttat ttcatttgac ccacttgtct gacattggag agggaatgga ttacatagtc

2581 aagtctctgt caagtgaacc ctgtgacctt gaagaaattc aattagtctc ctgctgettg

2641 tctgcaaaty cagtgaaaat cctagctcag aatcttcaca atttggtcaa actgagcatt

2701 cttgatttat cagaaaatta cctggaaaaa gatggaaatg aagctcttca tgaactgatc

2761gacaggatgaacgtgctagaacagctcaccgcactgatgctgecctgggg ctgtgacgtg

2821caaggcagcctgagcagcctgttgaaacatttggaggaggtcccacaact cgtcaagctt

2881 gggttgaaaa actggagact cacagataca gagattagaa ttttaggtgc attttttgga

2941 aagaaccctc tgaaaaactt ccagcagtty aatttggcgg gaaatcgtgt gagcagtgat

3001 ggatggcttg ccttcatggg tgtatttgag aatcttaagc aattagtgtt ttttgacttt

3061 agtactaaag aatttctacc tgatccagca ttagtcagaa aacttagcca agtgttatcc

3121 aagttaactt ttctgcaaga agctaggctt gttgggtgge aatttgatga tgatgatctc

3181 agtgttatta caggtgcttt taaactagta actgcttaaa taaagtgtac tcgaagccag

3241 taaaaaaaaa aaaa

MutasyonsiniflanmasiHumanGenomeVariationSocietyyonetmeligine  gore

yapilmistir.
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5.5 Istatistiksel Analiz

Sonuglar, Kruskal-Wallis analizi ile SPSS 13.0 programinda karsilastirilarak
p> 0,005 diizeyleri istatistiki olarak anlamli kabul edilmis ve Finch TV, CLC

Sequence Viewer ve MEGA7 biyanformatik programlari ile okunmustur.



6. BULGULAR

6.1 Hasta Grubu

Otoinflamatuar hastaliklara 6zgii tekrarlayan ates ve ilistime , poliartralji ve
konjunktivit, asir1 terleme , sersemlik , basagrisi , agir1 susama , bulanti ve miyalji
gibi klinik bulgular1 olan, FCAS2, FCAS3 ve FCAS4 gen analizleri negatif
saptanan 25 hastada NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerini DNA dizileme

yontemi ile calistik.
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6.1.1 NLRP12genindesaptananThr260Metheterozigotmutasyonu

Asa@daki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
T260M
cDNA ¢.779C>T
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.Thr260Met
degisimi
Sequenc cDNA:
degisimi TGAACCAGAGTGCCACGGAATGCAGCATGC
A
Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik
Bilge Ekson 3
Sequencing Sanger,
Kullanila
n Sequencing NGS
teknikler
Referans Ghost K. et al
Girilen 2011-02-07
tarih
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NLRP12 geninin 3.eksonunda 779.niikleotit pozisyonunda C >T (ACG >
ATG) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

Thr260Met missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.

6.1.2 NLRP12genindesaptananPhe402Leuheterozigotmutasyonu

Asaf@daki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu ig¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
F402L

cDNA c.1206C>G

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Phe402Leu

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi CTTCACCATGTGCTTCGTCCCCCTGGTGTGC

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge Ekson 3

Kullanilan Sequencing Sanger,

teknikler

Referans Aksentijevich et al

Girilen 2008-03-04

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1206.Niikleotit pozisyonunda C > G
(TTC>TTG) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir.Bu yerdegisim

Phe402Leu missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.3 NLRP12genindesaptananArg352Cysheterozigotmutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu ig¢in bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
R352C
cDNA c.1054C>T
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
p.Arg352Cys
Protein
degisimi
Sequenc cDNA:
degisimi TTGGAGAAGCTCCACCGTCTGCTGGAGCACC
Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik
Bilge Ekson 3
Kullamilan Sequencing Sanger,
teknikler
Referans Jeru I. Amselem S.
Girilen 2011-06-06
tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1054.niikleotitinde C>T (CGT > TGT)
yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Arg352Cys missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.4 NLRP12genindesaptananp.His304Tyrheterozigotmutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu igin bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
H304Y

cDNA c.910C>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.His304Tyr

degigsimi

Sequenc cDNA:

degisimi CTCAAGCCTTCTTTCCACGATCCTCAGGGAC

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge Ekson 3

Kullamilan Sequencing Sanger,

teknikler

Referans Silvia Borghini

Girilen 2010-12-09

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 910.niikleotit pozisyonunda C>T (CAC >
TAC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, His304Tyr missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.5 NLRP12genindesaptananp.Gly39Valheterozigotmutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.
G39%V

cDNA c.116G>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Gly39Val

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi CCGCGACAGAGCTGGGAGAAGGCAAGATCC
C

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge Ekson 1

Kullanila Sequencing Sanger,

n

teknikler

Referans Rittore C. Fabre A. Touitou L.

Girilen 2010-02-10

tarih

NLRPI12 geninin 1.eksonunda 116. niikleotit pozisyonunda G >T (GGA>
GTA) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Gly39Val missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.6 NLRP12genindesaptananp.Gly448Alaheterozigotmutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip Korelasyonu ig¢in bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.
G448A

cDNA c.1343G>C

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Gly448Ala

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi TGCAACCCAAGCCGGGGGCCCCGCGCCTCC
A

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge Ekson 3

Kullamla Sequencing Sanger, RFLP

n

teknikler

Referans Faivre L. Rittore C. Touitou L.

Girilen 2008-09-02

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1343. niikleotit pozisyonunda G >C (GGG >
GCQ) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Gly448Ala missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.



68

6.1.7 NLRP12genindesaptananp.Argl1016*heterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
R1016X

cDNA c.3046C>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Argl016*

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi GGGGACACAGGTGTCCGACTGCTTTGCAAGC

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bolge EKkson 9

Kullanilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans NCBI

Girilen 2010-02-10

tarih

NLRPI12 geninin 9.eksonunda 3046. niikleotit pozisyonunda C>T (CGA >
TGA) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Argl016* missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.8 NLRP12genindesaptananp.lle474Pheheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu icin bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda 6zetlenmesi.
1474F

cDNA c.1420A>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.lle474Phe

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi TGGGCTCTGGAATCAGAAAATCCTATTTGA

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge EKkson 3

Kullamlan Sequencing NGS

teknikler

Referans Isabelle JERU

Girilen 28-01-2013

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1420. niikleotit pozisyonunda A>T (ATC >
TTC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Ile474Phe missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.9 NLRP12genindesaptananp.lle196 Thrheterozigotmutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu igin bir
referans olarak VARSOME veritabaninda ozetlenmesi.

1196T
¢DNA c.587T=C
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p. le196Thr
degisimi
Sequenc cDNA:
degisimi

GCTAGCCCCATCAAGATAGAGACCCTCTTT

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik
Balge Ekson 3

Kullanilan Sequencing NGS
teknikler

Referans Isabelle JERU

Girilen 28-01-2013

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 587. niikleotit pozisyonunda T>C (ATA >
ACA) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Ilel96Thrmissense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.1.10 NLRP12 geninde saptanan p.Arg329GIn het heterozigot

mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
R329Q

cDNA c.986G=A

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p. Arg329Gln het

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi TTAACAGCTTAATTCGGAAGAAGCTGCTCC

Fenotipi FCAS 2 ve semptomatik

Bilge Ekson 3

Kullanilan Sequencing NGS

teknikler

Referans Isabelle JERU

Girilen 28-01-2013

tarih

NLRP12 geninin 3.eksonunda 986. niikleotit pozisyonunda G>A (CGG>
CAQG) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Arg329GIn hetmissense

aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2 PLCG2 geninde saptanan mutasyonlar

6.2.1 PLCG2 geninde saptanan p.Gly805Asp heterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu ig¢in bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
G805D

cDNA c.2414G>A

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.GlyBO5Asp

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi CCAAGGAGCCCGGGGGCTGGTGGAAAGGA
G

Fenotipi FCAS 3

Bilge Ekson 22

Kullanila Sequencing Sanger

n

teknikler

Referans Ivona AKSENTIIEVICH

Girilen 2010-02-10

tarih

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2414. niikleotit pozisyonunda G>A (GGC >
GAC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Gly805Asp missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.2 PLCG2genindesaptananp.Asn798Serheterozigotmutasyonu

Asafdaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
N798S

cDNA c.2393A>G

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Asn798Ser

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi GGTGCCCTCATCCACAATGTCTCCAAGGAG

Fenotipi FCAS 3

Bilge EKkson 22

Kullanilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTIIEVICH

Girilen 2010-02-10

tarih

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2393. niikleotit pozisyonunda A>G (AAT >
AGT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Asn798Ser missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.3 PLCG2genindesaptananp.Ala776 Thrheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip Korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda o6zetlenmesi.
ATT6T

c¢cDNA c.2326G>A

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Ala776Thr

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi GCCTCAGAGAACCGTGAAAGCTCTGTATGA

Fenotipi FCAS 3

Bolge Ekson 22

Kullamilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTIJEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2326. niikleotit pozisyonunda G>A (GCT >
ACT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Ala776Thr missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.4 PLCG2genindesaptanan p.His257Leuheterozigot mutasyonu

Asgagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ozetlenmesi.
H257L

cDNA c.770A>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.His257Leu

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi GAACAGCAGGAGCATTGGGCTCAGGATCTG

Fenotipi FCAS 3

Bolge Ekson 10

Kullamlan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTLIEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 10.eksonunda 770. niikleotit pozisyonunda A>T (CAT >
CTT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, His257Leu missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.5 PLCG2genindesaptananp.Tyr482Hisheterozigotmutasyonu

Asa@gdaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu icin bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda izetlenmesi.
Y482H

cDNA c.1444T>C

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Tyrd482His

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi AGCAACAGGGGGAGCTGTACATGTGGGATT

Fenotipi FCAS 3

Bolge Ekson 15

Kullanilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTLIEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 15.eksonunda 1444. niikleotit pozisyonunda T>C (TAC >
CAC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Tyr482His missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.6 PLCG2genindesaptanan p.Met28Leuheterozigotmutasyonu

Asa@daki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu igin bir
referans olarak INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.

M28L

cDNA c.82A>T

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense
tipi

Protein p.-Met28Leu

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi GAGCTGGGGACGGTGATGACTGTGTTCAGC
Fenotipi FCAS 3

Bolge Ekson 2

Kullamlan Sequencing Sanger
teknikler

Referans Ivona AKSENTIJEVICH
Girilen 26-02-2014

tarih

yerdegisimi

PLCG2 geninin 2.eksonunda 82. niikleotit pozisyonunda A>T (ATG> TTG)

heterozigot

olarak  saptanarak,Met28Leu missenseaminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.7 PLCG2genindesaptananp.Ser110Asnheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlen mesi.
S110N

cDNA c.3329G=A

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Ser110Asn

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi ATAATGGCCT CAGCCCTATCGGGCTCCAA

Fenotipi FCAS 3

Bolge Ekson 30

Kullanilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTIEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 30.eksonunda 3329. niikleotit pozisyonunda G>A (AGC >
AAC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Ser110Asnmissense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.8 PLCG2genindesaptananp.lle671Valheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu igin bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
1671V

cDNA c.2011A>G

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Jle671Val

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi ACGGGGCCTTCCTGATCCGGAAGCGAGAGG

Fenotipi FCAS 3

Bilge Ekson 19

Kullamlan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTLEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 19.eksonunda 2011. niikleotit pozisyonunda A>G (ATC >
GTC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, lle671Val missense aminoasit

mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.2.9 PLCG2genindesaptananp.Asn1096delheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu ig¢in bir

referans olarak INFEVERS veritabaninda ézetlenmesi.
1671V

cDNA ¢.3284.3286del GACA>G

pozisyonu

Variasyon Heterozigot Missense

tipi

Protein p.Asn1096del

degisimi

Sequenc cDNA:

degisimi CTGTGGAGCC GAGTATGACA ACAACAAGTT

Fenotipi FCAS 3

Bilge Ekson 29

Kullamilan Sequencing Sanger

teknikler

Referans Ivona AKSENTIEVICH

Girilen 26-02-2014

tarih

PLCG2 geninin 29.eksonunda 3284.3286. niikleotit pozisyonunda
GACA>G yerdegisimi heterozigot olarak saptanarak, Asn1096del missense

aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.3 NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar

6.3.1 NLRC4 geninde saptanan p.Gly786Val heterozigot mutasyonu

Asagdaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir referans olarak
INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.
G786V
cDNA c.2357G>T
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.Gly786Val
degigimi
Sequenc ¢DNA: ACTAGCTGAAGGCCTGAAAAACCTGAAGAA
degisimi
Fenotipi FCAS 4 ve semptomatik
Bilge Ekson 6
Kullanilan Sequencing NGS
teknikler
Referans Neil ROMBERG
Girilen 16-04-2019
tarih

NLRC4 geninin 6.eksonunda 2357.niikleotit pozisyonunda G>T (GGC >
GTC) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

Gly786Val missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.3.2 NLRC4genindesaptananp.Alal60Thrheterozigot mutasyonu

Asa@idaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu icin bir referans olarak
INFEVERS veritabaminda izetlenmesi.
Al60T
cDNA c.478G=A
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.Alal60Thr
degisimi
Sequenc cDNA: GGCCTCCTGCAGGCTCTTCAGAGCCCCTGC
degisimi
Fenotipi FCAS 4 ve semptomatik
Bilge Ekson 4
Kullamlan Sequencing NGS
teknikler
Referans Neil ROMBERG
Girilen 16-04-2019
tarih

NLRC4 geninin 4.eksonunda 478. niikleotit pozisyonunda G>A (GCT >
ACT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

Alal60Thr missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.3.3 NLRC4genindesaptananp.Ala622Valheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir referans olarak
INFEVERS veritabaminda dzetlenmesi.
G786V
cDNA c.1865C>T
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.Ala622Val
degisimi
Sequenc ¢DNA: TTTTATGGGGGAGCTATGGCTTCATGGGAA
defisimi
Fenotipi FCAS 4 ve semptomatik
Bilge Ekson 4
Kullanilan Sequencing NGS
teknikler
Referans Neil ROMBERG
Girilen 16-04-2019
tarih

NLRC4 geninin 4.eksonunda 1865.ntikleotit pozisyonunda C>T (GCT >
GTT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

Ala622Val missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.3.4 NLRC4genindesaptananp.lle811Thrheterozigot mutasyonu

Asagidaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir referans olarak
INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.
I811T
cDNA c.2432T=>C
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.lle811Thr
degigimi
Sequenc ¢DNA: GAGGGAATGG ATTACATAGT CAAGTCTCTG
degisimi
Fenotipi FCAS 4 ve semptomatik
Bilge Ekson 6
Kullanilan Sequencing NGS
teknikler
Referans Neil ROMBERG
Girilen 16-04-2019
tarih

NLRC4 geninin 6.eksonunda 2432. niikleotit pozisyonunda T>C (ATA >
ACA) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

[1e811Thr missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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6.3.5 NLRC4genindesaptananp.Arg204Hisheterozigot mutasyonu

Asafdaki bilgilerin fenotip-genotip korelasyonu i¢in bir referans olarak
INFEVERS veritabaninda dzetlenmesi.
R204H
cDNA c.611G=A
pozisyonu
Variasyon Heterozigot Missense
tipi
Protein p.Arg204His
degisimi
Sequenc ¢DNA: TCGTCTTCTTCCTCCGTCTCAGCAGGGCCCA
degisimi
Fenotipi FCAS 4 ve semptomatik
Bilge Ekson 4
Kullanmilan Sequencing NGS
teknikler
Referans Chinn TK. Eckstein OS. et al
Girilen 2018-12-27
tarih

NLRC4 geninin 4.eksonunda 611.niikleotit pozisyonunda G>A (CGT >
CAT) yerdegisimi heterozigot olarak saptanmistir. Bu niikleotit yerdegisimi

Arg204His missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadir.
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7. TARTISMA

NLRP12 gen iiriinii NALP12 Interleukin -1f (IL-1B) ve Interleukin-18 (IL-
18) dahil olmak {izere enflamatuar sitokinlerin olgunlagsmasini diizenleyen
inflamasom adaptor proteini ASC ile etkilesime girdigi gosterilen ilk NLR
olmustur (Stephan Borte et al., 2014). Yabani tip NLRP12'nin islevi diger
caligmalara uygun olarak kullanilan deneysel sisteme gore tartisilabilmektedir.
NLRP12 nin kaspaz 1 sinyallemesinde ve benek olusumunda proinflamatuar bir
protein gibi ve NF-kB aktivasyonu iizerinde bir antienflamatuar protein olarak
etki ettigini gostermektedir. NLRP12'nin fizyolojik roliiniin sadece in vitro
analizlerden ¢ikarilmasinin basit olacagini 6zellikle NF-kB ve IL-1"in birbirine
bagl aglarin bir pargasi oldugu ve hem indiiksiyonda hem de inflamasyonun
¢ozinirligiinde NF- kB'nin iyi oldugu kanitlanmistir. NLRP12 ile iliskili
bozukluklarin altinda yatan mekanizmalar hastaliga neden olan mutasyona bagl
olarak da degisebilmektedir.Aslinda p.Arg352Cys missense mutasyonunun
kaspaz-1 islemesinin bir fonksiyon kazanci ile iligkili oldugunu gosterirken daha
once bildirilen nonsense mutasyonlar1 NF-kB inhibisyon islevinin kaybina yol
acmaktadir NLRP12 mutasyonlariin nadir olmasi gz 6niine alindiginda bu yeni
molekiiler kusurun tanimlanmasit NLRP12 ile iliskili hastaliklarin klinik
spektrumunun tanimlanmasina yardimci olur.NLRP12 missense mutasyonunun

zararli etkisinin in vivo ve in vitro kanitlari sunulmustur(Jéru et al., 2011).

NLRP12'nin bulasici ajanlara kars1 konak direncindeki rolii ele alinmistir.
NLRP 12 veba etkeninin etken maddesi olan Y.pestis'i taniyan bir enflamatuar
bilesen olarak gosterilmistir. NLRP12-/- fareler Y.pestis enfeksiyonundan sonra
daha yiiksek o©liim orani ve bakteri yiikii sergilemisler ve burada NLRP12
enflamasyonunun kaspaz-1 aktivasyonunun aracilik ettigi 1L-18 ve IL-1
tiretiminin merkezi bir regiilatorii oldugu gosterilmistir NLRP12 ayrica IFN-yi
indiikleyerek IL-18 yoluyla iiretim ve hatta NLRP12-/- Y.pestis suslart ile

enfeksiyon sonras1 NF-kB sinyallesmesinde minimum etkiye sahip olmaktadir.

K.pneumoniae ve M.tuberculosis enfeksiyonlarmin kanonik NF-kB
sinyallemesinin aktivasyonu iizerindeki bilinen etkilerine ragmen, NLRP12 -/- ve

vahsi tip fareler arasinda K.pneumoniae veya M.tuberculosis enfeksiyonlarindan


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661614001703#!
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=J%C3%A9ru%2C%2BIsabelle
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fark gozlemlenmistir. NLRP12 in vitro konak¢iya LPS uyarimi veya
M.tuberculosis enfeksiyonuna karsit dogustan gelen immiin yanita dnemli Ol¢ilide
katki yapmamuis, hatta in vitro LPS uyarimi veya M.tuberculosis enfeksiyonundan
sonra NF-kB sinyalini negatif bir regiilatér olarak NLRP12yi uygulamaktadir.
S.typhimurium enfeksiyonunun etkin kontrolii igin NLRP12nin kanonik NF-kB
ve ERK sinyallerinin aktivasyonunu baskiladigi ve enflamatuar sitokin ve NO
iretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Yersinia enfeksiyonunun aksine NLRP12nin
M.tuberculosis ve K.pneumoniae enfeksiyonlari1 sirasinda enflamasyon
aracilikonak¢i  dogustan gelen yanitlara katkida bulunmadigmmi ve
aklagelebilecek sekilde NLRP12'nin yerine diger NLR’lerin ortaya c¢iktigimn
gostermektedir. NLRP12 -/- fareler salmonelloza karsi oldukca direngli olsalar
daNLRP12 S.typhimurium enfeksiyonu sirasinda klasik bir enflamasyon
aktivatorii olarak hicbir rol oynamaz. S.typhimurium enfeksiyonu vahsi tip
farelerdeki makrofajlardaki NLRP12 mRNA transkriptlerinin  seviyesini
arttirirken THP-1 monositik hiicre hattinin M.tuberculosis enfeksiyonunun daha
once NLRP12 transkripsiyonunu asagi diizenledigi gosterilmistir. Bir calismada
malaria hastalarindan tiiretilmis monositlerde ve fare modellerinde NLRP3/
NLRP12'nin varligini, kaspaz- 1'in NLRP3/NLRP12'ye bagli aktivasyonunun
muhtemel oldugu sonucuna varmasina neden oldugunu gostererek IL-1B'in
sistemik ekspresyonunu diizenleyen ve malaria hastalarinin sekonder bakteriyel
enfeksiyonlara asir1  duyarli  olmasma aracilik  etmektedir. NLRP12
inflamasyonunun enfeksiyonlarla miicadelesindeki rolii sporadik goriinmekte olup
NLRP12nin eyleminin igerige bagli olmasi ve uyaricilarin spesifik yapisina
duyarli olmasi, aksi takdirde NLR ailesinin diger iiyelerinin gereksiz eylemleri
tarafindan maskelenmesi miimkiindiir NLRP12'nin inflamasyon sirasindaki
diizenleyici roliine uygun olarak NLRP12 genindeki mutasyonlarin bazi ailevi
soguk otoinflamatuar sendrom formlarini iceren NLRP12AD ad1 verilen yeni bir
oto-enflamatuar sendrom sinifi ile iliskili oldugu bulunmustur. NBD i¢inde yer
alan nonsense mutasyon p.Arg284X’in vahsi tip NLRP12 ile karsilagtirildiginda
NF-kB aktivitesinin baskilanmasinda nasil daha az etkili oldugunu
gostermislerdir. Enflamasyona neden olan fonksiyon kaybiyla paralel olaraktan
bir birlestirme kusur iireten bir yerlestirme de NF-kB sinyaline NLRP12 inhibe
edici Ozellikleri net bir azalmaya neden olmaktadir NBD i¢inde haritalanan

missense mutasyon p.Asp294Glu NF-kB sinyallemesinin inhibisyonundan ziyade
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artan kaspaz-1 aktivasyonu ile birlesmektedir. CpG bolgesini (p.Arg352Cys)
iceren bagka missense mutasyon proteinin niikleotit baglama bdlgesini kodlayan
NLRP12'nin 3. Eksonunda tanimlanmistir.Bu yine NF-kB sinyallemesi iizerinde,
leke olusumunda ve aktif kaspaz-1 sinyallemesinde artan bir etki
gostermemektedir. NLRP12AD’1li hastalarin PBMC lerinin saglikli bireylerden
PBMC lerle karsilastirildiginda kendiliginden c¢ok miktarda IL-1f salgiladig
gosterilmistir. NLRP12 'nin periyodik ates sendromundaki fizyolojik alaka diizeyi
kesin olmasmma ragmen NF-kB yolunu diizenlemek i¢in hareket etme sekli
tanimlanmaya devam etmektedir NLRP12'nin  NF-kB  sinyallemesi ve
enflamasyonu tizerindeki inhibitdr rolii in vivo kolon enflamasyonu ve kolorektal
kanser modellerinde de incelenmistir NLRP12-/- farelerden alinan kemik iligi
kaynakli makrofajlar, kanonik NF-kB yolagmin diizenlenmesinde NLRP12nin
roliinii destekleyen LPS uyarmasina cevap olarak artan ppl0S/NF-kB1
gostermektedir. NLRP12-/- fareler kolon iltihabina karsi olduk¢a hassas olup NF-
kB ve ERK aktivasyonu yoluyla proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin
tiretiminde ¢arpici bir artis gostermektedir. NLRP12'nin NF-kB sinyallemesi ve
enflamasyonu {izerindeki inhibitdr rolii, in vivo kolon enflamasyonu ve kolorektal
kanser modellerinde deincelenmistir NLRP12-/- fareler kolonilerindeki ve
barmma kosullarindaki farkliliklarin bagirsak mikrobiyotasini ve enflamatuar
sinyalleme esigini etkilemesi miimkiindiir. NLR "ler patojen / hasar algilamasindan
enflamatuar sinyallesme ve antijen sunumunun modiilasyonuna kadar c¢esitli
islevlerderol oynayan heterojen bir protein grubunu temsil etmektedir(Tuncer et
al., 2014). In vitro ve in vivo deneylerin uzlastirilmasi zordur ve NLRP12nin
farkl1 deney ortamlarinda enflamasyonu hafifletip azaltmadigin1 veya aktive
etmesinin belirlenmesinde bir¢ok faktor rol oynayabilmektedir. NLRP-/- fareleri
Walker A ve Walker B sekanslarini igeren bir ekson 3 bdlgesini neomisin direng
geni ile degistirerek iiretildi. Insan NLRP12'sine benzer olarak murin NLRP12'si
BM ve dalakta ve nétrofiller ve DClerde hiicresel diizeyde eksprese edilmistir
(Arthur et al., 2010). Mikroplar, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabetik kronik yaralar gibi bazi kronik enflamatuar bozukluklarda gdsterildigi
gibi dokulara zarar verebilecek enflamasyonu gii¢clendirmek ve siirdiirmek igin

kritik bir bilesen olmaktadir (Rosenfeldet al., 2011).
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Hatali mutasyon p.Asp294Glu ATP baglanmasi icin temel olan ve fenotipte
konservatif bir degisiklige dahi izin vermeyen 294 pozisyonu dahil evrimsel
olarak korunan bir domeni etkilemektedir. S. Borghini ve arkadaslar1 WT
NLRP12 ¢cDNA "sin1 klonlayarak yapinin pAsp294Glu mutant versiyonunu NF-kB
kanonik yolu iizerindeki in vitro etkilerini incelemek i¢in hazirlamislar. Hatta Jeru
ve arkadaslarinin 6nceki ¢aligmasindaki bulgularin aksine IRAK-1 ve MyD88
ekspresyon vektorleri kullanilarak yapilan transfeksiyon deneyleri ile gosterildigi
gibi NLRP12'nin p.Asp294Glu mutantinin NF-kB sinyali tizerindeki inhibitor
ozelliklerinde belirgin azalma gozlemlenmedi. Mutant NLRP12 geninin NF- kB
aktivasyonu iizerindeki p65 etkisi test edilememistir. Aslinda NLRP12 'nin NF-kB
sinyalleri lizerindeki inhibe edici aktivitesinin hem TLR hem de TNF reseptor
yolaklarinin baglangic agamalarina etki ettigi NLRP12 yapilarinin transfeksiyonu
p65'in zorla ekspresyonu tarafindan indiiklenen NF-kB aktivitesini inhibe
edememistir. Ye ve arkadaslarina gore ATP baglanma domeninin bozulmasi
kanonik ve kanonik olmayan NF-kB aktive edici yolaklar1 etkileyerek
NLRP12'nin antienflamatuar aktivitesini azaltmaktadir. NLRP12'nin inhibitor
etkisini hala bilinmeyen NF-kB ‘den bagimsiz bir yolla uygulanabilecegini
diisiindiirmektedir.in vitro calismalardan elde edilen sonuclar saglikli kontrol
hiicrelerinde karsilagtirilabilir olan TNFa stimiilasyonuna bir cevab gdsteren hasta
monositlerinde NF-kB aktivite seviyyelerinin degerlendirilmesiyle dogrulanmistir.
NLRP12 mutasyona ugramis monositlerin IL-1B salgilanmasinin analizi
salgilanan sitokinin global seviyyesinin saglikli monositlerde oldugu kadar
karsilagtirilabilir olmasma ragmen salgilanmanin kinetiginin hizlandigin1 ortaya
koymuslar. Ilging bir sekilde hem ROS hem de antioksidanlarin daha yiiksek
bazal seviyeleri ve TLR tetiklemesi {izerine antioksidan sistemlerinin daha hizli
diizenlenmesi ile karakterize edilen ayni redoks imzas1t NLRP12 mutasyonu olan
hastalardan gelen monositler tarafindan paylasilmistir. IL-1p salgilanmasinin
kinetii ~ ve  redoks  remodelingi  arasindaki  fonksiyonel iliskiyi
dogrulamaktadir.S.Borghini ve arkadaslar1 NLRP12 mutasyonlarinin patogenezi
tamamen agiklanmamis, degismis bir redoks durumundan dolayr IL-1fB
salgilanmasimin  kuralsizlagtirilmasinin = ve stres yamtimin  ilgili  bir rol

oynayabilecegini 6nermisler.

NLRP12 ’'nin mikrobiyal bilesenlere yanitinda, kolit ve kolorektal
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timorogenezisde NF-kB ve ERK yollarinin aktivasyonunu kontrol ederek
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin baskilanmasinda 6nemli bir rol
oynadigin1  gostermektedir. NLRP12 eksikligi enflamatuar sinyal yollarini
azaltmadaki bir basarisizlikla kolit ve kolitle iligkili timdrogenezise duyarliliginn
artmasma yol actigii gostermistir (HasanZaki et al., 2011).Makrofajlardaki
NLRP12 aktivitesinin kolon enflamasyonu ve tiimdrogenezisin azaltilmasinda
onemli bir rol oynadigimi oOnermektedirler.Miyeloid bodlmesindeki NLRP12
aktivitesinin kolit ile iliskili kolon tiimor olusumuna karsi korunmada kritik
oldugunu gostermektedirler. NLRP12 eksikligi olan makrofajlar NF-kB ve ERK
aktivasyonunun artmis oldugunu gosteren TLR ligandlarina asir1  duyarh
olmaktadir. Tiimo6r dokusunda artan makrofaj yogunlugu insan kanserinin kotii
prognozu ile giiclii bir sekilde baglantilidir (Chen et al., 2005). Insan kolorektal
timorlerinde aktive edilmis makrofajlarin IL-6R ve TNF-a, kemokinler KC ve
MIP2, matriks metaloproteinazlart enzimleri, COX2 ve NOS2’yi ve biiyiime
faktorleri gibi timor tesvik eden sitokinleri trettigini gostermektedir (Pollard
2010). NLRPI2'de mutasyonu olan insan monositik hiicrelerinin dogada
hiperinflamatuar oldugu ve inflamatuar hastalik periyodik ates sendromuyla
baglantili oldugu gosterilmistir (Jéru et al., 2008). insan kolon inflamasyonu ve
kolorektal kanserin korunmasinda NLRP12'nin kritik bir rolii oldugunu
gostermektedir. Timor ile iligkili makrofajlar tarafindan iretilen birkag
timorojenik faktor, NF-kB, STAT3 ve ERK sinyal yollar1 ile diizenlenmektedir
(Greten et al., 2004). NLRP12 yukar1 diizenleme iltihabina ve antimikrobiyal
tepkiye aracilik eden TLR yolagina kars1 negatif bir diizenleyicidir. TLR nin
aktivasyonu ile mikroorganizmalar NLRP12'nin ekspresyon seviyesini
etkileyebilmektedir. NLRP12 esas olarak mononiikleer hiicrelerde eksprese
edilmektedir ve TLR yolaginda negatif bir regiilator gorevi géormektedir(Williams
et al., 2005). Proteinin NBS domeni iginde missense mutasyon (p.Arg352Cys)
tanimlanmistir (Jéru et al., 2011). NLRP12 ile iliskili bozukluklari olan genis bir
ailede sogukta maruz kalmaya kars1 6zel bir duyarlilik gézlemlenmistir (Gattorno
et al., 1995).p.Arg352Cys sekans varyasyonu popiilasyon eslesmeli DNA
kontrollerinde (italya’dan n=104) bulunmamistir, bu varyantin sik sik bir
polimorfizm olmadigint gostermistir (Jéru et al., 2011). NLRP12, dendritik
hiicrenin (DC) lenf nodlarma iletim kapasitesini etkileyebilmektedir. Bu da temas

asir1 duyarliligindaki immiin yaniti etkilemektedir (Arthur et al., 2010 ).
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PLCG2 1-fosfatidil-1D-miyo-inositol 4,5-bifosfatin 1D-miyo-inositol 1,4,5-
trisfosfata (IP3) ve diasilgliserin (DAG) donisiimiinii katalize eden bir
transmembran sinyal enzimi olmaktadir. IP3 ve DAG biiylime faktoriinden ve
immiin sistem reseptorlerinden gelen sinyalleri hiicre zar1 boyunca iletmek igin
onemli olan ikinci haberci molekiillerdir.Protein PLCG2 bagisiklik sisteminin
kompleks diizenlenmesinde O©nemli olan sinyal molekiilii olmustur.Murin
PLCG2’deki fonksiyon kazanci mutasyonu proliferatif glomeriilonefrit dahil
enflamatuar hastaliklarla iligkilendirilmistir. R665W nin fonksiyonel sonuglarini
degerlendirmek icin tavuktan tliretilmis bir PLCy2 eksikligi olan DT40 hiicre
cizgisi, WT veya mutant insan PLCy2 ile stabil bir sekilde tanitilarak o-1gM
tarafindanuyarilmistir. PLCy2 eksikligi olan DT40 anti-IgM stimiilasyonuna cevap
vermekte basarisiz olurken insan PLCy2’sinin tanitilmasi sinyal olaymni geri
yiikleyebilir. PLCg2R665W 'nin kalsiyum akisini arttirdigint ve bu etkinin WT
ile karsilastirildiginda toibrutinib tedavisine direngli oldugu bulunmustur. R665W
modelinde saglam a-IgM stimiilasyonundan sonra akis asagi p-ERK aktivasyonu
tepki gostermistir, oysa WT ise ibrutinib tarafindan yeterince engellerken PLCG2,
IP3 ve DAG iiretmek i¢in zara bagli substratin1 temizler.IP3 endoplazmik
retikulumdan kalsiyum akmasina neden olur ve protein kinaz C sinyalini
tetikler, PLCG2R665W 'nin IP3 iiretimini arttirip arttirmadigini incelemek icin
293T hiicreleri WT veya PLCG2R665W ile stabil bir sekil almistir.IP1 birikimi
ile Olglilen IP3 iiretimi PLCG2R665W ‘de yiikselerek R665W mutasyonunun

asag1 akis sinyallesmesini artirarak hiperaktivite kazandigini gosterir.

Fosfolipaz C-y2'yi (PLCy2) kodlayan gendeki mutasyonlar Bruton tirozin
kinaz inhibitérii ibrutinib ile kronik lenfositik 16semi (CLL) 'nin hedefli
tedavisine direngliligi ile iligkili oldugu gosterilmistir. PLCy2 {izerine B hiicresi
antijen reseptorii (BCR) baglanmasindan sonra sitosolik Ca2+ konsantrasyonunda
2-3 misli ibrutinib duyarsiz bir artis kazandirdigi bu mutasyonlarin ikisi R665W
ve L845F iki mutant yapisal olarak arttirilmis esas aktivite gdstermistir. Iki PLCy2
mutantinin Rac2 tarafindan aktivasyona kars1 asir1 duyarl oldugunu ve bdylece
vahsi tip Rac2 nin bile mutant enzimlerin bozulmamis hiicrelere girmesi iizerine
aktive olmaya yettigini gostermektedir. Saglam hiicrelerde PLCy2 "nin arttirilmis
“bazal “ aktivitesi yapisal olarak arttirilmis PLCy2 aktivitesinden ziyade Rac
tarafindan uyarilan Rac direncine aracilik eden farmakolojik Rac inhibitorii EHT

1864 ve PLCy2 F897Q mutasyonu gosterilmistir (Walliser et al., 2016).
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PLCG2 32 ekzon igeren biiyiikk bir gendir. PLCG2’deki mutasyonlarin
embriyogenezde veya erken gelismede 6ldiiriicli olan bir fenotiple sonuglanabilir
(Wang et al., 2001) .PLAID ile iliskili PLCG2 delesyonlar1 PLCG2 'nin enzimatik
aktivitesini yukar1 akis yollarina baglayan otoinhibitér cSH2 domeni dahil olmak
iizere diizenleyici bolgeyi etkilemektedir.cSH2 nin PLCy2 katalitik bolgesini
tikadigr ve bu inhibitor etkilesimin PLCy2’de konformasyonel bir degisimi
kolaylastiran ve katalitik bolgeyi aciga ¢ikaran kritik tirozin kalintilarinin
fosforilasyonu ile hafifletildigi hipotezi ile tutarlidir (Macaluso et al.,
2007).PLCG2, B hiicresi aktivasyonunda rol alan proteinleri etkileyen
mutasyonlarla iliskilidir. Ucg ailedeki delesyonlar anormal rekombinasyon
olaylarim1 kolaylastirdig1 bilinen tekrarlayan elementler bakimindan zengin bir
PLCG?2 bolgesinde meydana geliyor.Alt1 delesyon sinir degerinin besi tekrarlayan
elementler iginde meydana gelmis bu ise sporadik PLAID vakalarinin, de novo
veya PLCG2 ‘deki somatik mutasyonlardan kaynaklanabilecegi One
stirilmiistlir. PLCy2 mutant formlarinin etkileri 16kosit fonksiyonundaki rdlil
konuk¢u savunmasi ve kendi kendine toleransi dahil olmak iizere fosfolipaz
aracili sinyallemenin hayati unsurlarini aydinlatmaktadir (Ombrello et al.,
2012).insan hiicrelerinde ekspresyon modeline ve PLCG2'nin sinyal iletim
yollarindaki roliine bagli olarak PLCG2’deki mutasyonlarin bagisiklik tipi
bozukluklarina yol agmaktadir. 16p13-q22inversiyon sinir degerlerinde genomik
diziler tanimlanmamis gen olmasma ragmen klonlanmistir (Dauwerse et al.,
1993). PLCG2'nin bu bagisiklik sistemi kanserlerinde yer alip almadigim
belirlemek i¢in klonlanmis kesme noktalarina gore PLCG2'nin tam yerini
belirlenebilir (Argeson et al., 1994).PLCG2’deki hipermorfik degisikliklerle
gelismis sinyallesmenin altinda yatan kesin degisiklikler agiklanmaya devam etse
de insanlarda PLCG2 hastaliina bagli missense mutasyonlarin gecmiste
tanimlanmadig1 diisiiniildiiglinde PLCG2 biyolojisi alaninda 6nemli ilerleme
sunulmaktadir PLCG2 delesyonlar1 olan bireylerdeki bulgularla uyumlu olarak
etkilenen bireyler ayni genin ayni bolgedeki mutasyonlarla olusabilecek genis
fenotipik degiskenlik gostermektedir.Genis fenotipik farkliliklar bozulmus B
hiicre hafizas1 ve immiinoglobulin iiretimi arasindaki benzerliklerin yan1 sira ¢ok
cesitli hastaliklarin PLCG2 mutasyonlarindan kaynaklanabilecegini ve humoral
immiin sisteminin ve g¢esitli inflamasyon formlarinin dahil oldugunu ortaya

koymaktadir. PLCG2 yolunda bir oto-enflamatuar hastaligin nedeni olarak bir
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mutasyon tanimlanmistir (Zhou et al., 2012).Sinyal transdiiksiyonu ve protein
sentezi ile ilgili birgok genin ekspresyonunun T hiicreleri lizerindeki spesifik
olmayan diger uyaricilara karsi farkli sekilde degistigi bulunmustur.NF-kB
tarafindan diizenlenebilecek y- radyasyon, fosfolipaz Cy2 ve sitoplazmik epoksit
hidrolaz tarafindan indiiklenen iki yeni gen {izerinde durulmustur. Membranlarda
fosfolipitlere etki eden fosfolipazlar tarafindan firetilen lipitlerden ve ya lipid
tiirevli tiriinlerden birgogu sinyal iletimi sirasinda aracilar ve ikinci haberciler
olarak gosterilmistir. Iyonlastirici radyasyonun sitokin reseptdrleri ve G
proteinlerinin ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir (Fuks et al., 1993). Bu
reseptorlerin ve G proteinlerinin sinyalini veren akis yoniinde fosfolipaz C-y
(PLC-y), protein kinaz C (PCK)/ Ras / Raf agi muhtemelen proliferatif yanitta rol
oynamaktadir (Dent et al., 1995). PLCG2 nin yukar1 akig promotorii SP1, NF1,
AP2 ve EBF’yi igerir ve PLCG2'nin NF-kB tarafindan diizenlenmesini
onermektedirler.PLC geninin indiiklenmesinin proliferatif potensiyeli arttirmak
i¢in bir tiir adaptif cevap oldugunu varsayilmistir(Denekamp et al., 1973). In vivo
olarak immiin sistemin sinyalizasyonu ve fonksiyonel serbest birakilmasi ile
baglantili Plcg2 de bir fonksiyon kazanci mutasyonu tanimlanmaktadir (Yu et al.,
2005). B hiicrelerinin sinyal baglaminda Plcg2Ali5 "teki mutasyon baskin bilesen
olarak hiicre dis1 kalsiyum akisi ile artan ve siirekli kalsiyum tepkilerine neden
olmaktadir. Plcg2'nin PI-3K ve Btk-aracili aktivasyonunu igerir; bu IP3
tretiminin kalsiyumun i¢ i¢ endoplazmik retikulum depolarindan ve daha sonra
plazma membraninin depo tarafindan isletilen kanallarindan (SOC ler)
sitoplazmaya akmasina neden olmaktadir. DT40 hiicre hattin1 kullanan in vitro
deneyler Plcgl ve Plcg2 nin plazma membran kalsiyum kanallarinin aracilik ettigi
harici Ca2+ girisini kontrol edebilecegini gostermistir.Lipaz eksikligi olan bir
mutant olan PLCy aktif oldugu ve muhtemelen genellikle irettigi ikincil
habercilerden bagimsiz olarak c¢alisan bir sistemdir (Patterson et al.,,
2002).PLCy’ nin katalitik fonksiyonunun mutlak bir gerekliliginin bulunmamasi
PLCy'nin klasik SOC’ler veya depo tiikketmeden bagimsiz kalsiyum kanallar
tizerinde dogrudan bir etkisi oldugu anlamina gelir (Putney et al., 2002). D993G
amino asit degisikligi negatif yiiklii olan i¢ plazma zari ile yakinlagsmasi gereken
molekiiliin kritik bir yiikii uzaklastirir ve mutasyonaugramis Plcy nin azaltilmis
bir itme olabilir (Yu et al., 2005). Dominant kalitsal soguk fiirtiker sendromu ve

pleiotropik immiin diizensizligi sendromu olan ii¢ ailede PLCG2’deki genomik
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delesyonlar fenotipden sorumlu olmaktadir. PLAID B hiicrelerinde azalmis
reseptor aracili sinyallesme, antikor eksikligi, tekrarlayan enfeksiyon ve bozulmus
merkezi toleransla iliskilendirilen anormal aktivasyon, smif anahtari
rekombinasyonu ve reseptor diizenlemesi ile sonuglanmaktadir. PLAID ile iliskili
PLCG?2 delesyonlar1 normal olarak PLCG2'nin enzimatik aktivitesini yukari akis
yollarina baglayan oto-inhibitor ¢SH2 domeni dahil olmak {izere diizenleyici
bolgeyi etkilemektedir. PLAID ile iliskili delesyonlar standart enzimatik
deneylerle oOlclldiigi iizere otomatik inhibisyonun ve kurucu fosfolipaz
aktivitesinin basarisizligina yol agmaktadir.Dinlenme halinde ¢SH2nin PLCy2
katalitik bolgesini tikadig1 ve bu inhibitdr etkilesimin PLCy2’de konformasyonel
degisimi kolaylastiran ve bdylece katalitik bolgeyi agiga cikaran kritik tirozin
kalintilarinin fosforilasyonu ile hafifletildigi hipotezi ile tutarli olmaktadir.Artan
fosfolipaz aktivitesi PLCy2"ye yakin substrat PIP2'nin tiikenmesine yol agarak
IP3 iretimi ve IP3 kaynakli kalsiyum saliniminin bozulmasina neden olmaktadir
ve PLCy2 iirlinlerinin asir1 yliksek konsantraksiyonlari, distal sinyal yollarinin
geri besleme aracili asagi regiilasyonunu indiikleyebilmektedir.Anormal
rekombinasyon olaylarin1  kolaylastirdigi  bilinen tekrarlayan elementler
bakimindan zengin PLCG2 bdlgesinde meydana gelmektedir.Alt1 delesyon sinir
degerinin besi tekrarlayan elemanlar i¢cinde meydana gelerek sporadik PLAID
vakalarmin  de novo veya PLCG2’deki somatik  mutasyonlardan
kaynaklanabilecegi one strtilmiistiir. PLAID ile iligkili PLCG2 mutasyonlar1 ve
ortaya ¢ikan fenotipler atopik bir fenotip tarafindan tanimlanan monogenik
hastaligin nadir 6rnegi saglanmistir. PLCy2 mutant formlarimin etkileri 16kosit
fonksiyonundaki rolii, konuk¢u savunmasi ve kendi kendine toleranst dahil olmak

tizere fosfolipaz aracili sinyallemenin hayati unsurlarin1 aydinlatmaktadir.

Tiim memeli NLRler gibi NAIP5 ve NLRC4 iki korunmus bir niikleotid
baglayict domeni (NBD), sarmal domeni 1 (HD1), kanath helis domeni (WHD),
sarmal domeni 2 (HD2) ve 16sin agisindan zengin tekrar domeni (LRR) igerir
(Bkz.Sekil 4.2A) .Ek olarak NLRC4 fakat NAIPS bilinmeyen fonksiyona sahip ii¢
baculoviriis apoptoz tekrar inhibitorii (BIR) domeni iceren kaspaz-1'1 toplayan bir
CARD igerir. Legionella pneumophila flagelline (FlaA) bagli NAIPS-NLRC4
enflamasomun yapisini belirlemek i¢in kriyo-EM kullanilmistir. NAIP-NLRC4

enflamasomunun Onceki ortalama rekonstriiksiyonlarmin ve apoptozomlar gibi
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iliski komplekslerin yapilarinin aksine kapali gibi goriinen 6nemli sayida halka
gozlemlenmisdir (Bkz.Sekil 4.2B).Halka kapanma eksikligi NAIP5 teki dondr
yiizeyinin NLRC4 {izerindeki konjuge alic1 ylizeyini toplamasi ve aktive etmesine
ragmen, NLRC4’teki dondr ylizeyinin sadece ilave NLRC4 protomerleri ile
etkilesime girebilmesi ve halkayi bir etkilesime girerek kapatamamasi gibi NAIPS
akseptor ylizeyi ile tutarlt oldugu goriilmiistiir. NAIPS ve NLRC4 arasindaki
yapisal homoloji oligomerizasyona aracilik eden boélgelerde yiiksek olsa da
(Bkz.Sekil 4.2E), NAIP5 ve NLRC4'iin baz1 bolgeleri 6zellikle HD2 ve LRR
(Bkz.Sekil 4.2F) nispeten farkli oldugu bilinmektedir (Tenthorey et al.,2017).
NLRC4iin flagellin ve ¢ubuk proteinleri yoluyla T3SSyi tespit etmedeki rolii ilk
once S.typhimurium ve L.pneumophia ile makrofajlarla etkilesimlerini inceleyen
aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir. NLRC4{lin epitelyal hiicreler tarafindan
degil makrofajlar tarafindan ifade edilmesi ve S.typhimurium un iki hiicre tipini
hedef almak i¢in farkli viriilans faktorlerini kullanmasidir. S.typhimurium
flagelline baski yaparak ve NLRC4 tarafindan tespit edilmeyen bir g¢ubuk
proteinini eksprese ederek NLRC4 'ten kaginir. S.typhimurium NLRC4 tarafindan
saptanan bir ¢ubuk(rod) proteini eksprese etmek i¢in degistirildiginde NLRC4
ka¢inma Onemini vurgulayarak sistemik enfeksiyon sirasinda temizlenir.
S.typhimurium enfeksiyon sirasinda NLRC4’ten tamamen kacamaz. Kaspaz-1
eksikligi olan fareler S.typhimurium enfeksiyonuna karsi artan bir duyarliliga
sahip olarak NLRC4 ve NLRP3 sinyallesmesinin birlesik etkisine
baglanmistir(Tejero et al., 2006). Dogustan gelen bagisiklik sistemi Prgl) rod
proteinine veya flagelline NLRC4 yoluyla cevap verme sansina sahip olmaktadir

(Sutterwala et al., 2008).

Mutant NLRC4 Kkaspaz-1i aktive ederek IL-1B  sekresyonunu
arttirmaktadir.Mutant Nlrc4 proteini tarafindan indiiklenen enflamatuar yanitlar
notrofil infiltrasyonu ile uyum iginde hareket etmek IL-1p ve IL- 17A’ya bagh
olmaktadir. IL-17A  {retimi T hiicrelerine degil, notrofillere bagh
olmaktadir NLRC4 inflamatoérii Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri ve
Salmonella enterica dahil olmak {lizere ¢ogu Gram-negatif hiicre i¢i bakteriye
verilen yanitlar i¢in ¢ok Onemlidir (Miao et al., 2010). NLRC4 bakteriler
tarafindan eksprese edilen flagellin proteini ve Salmonella tip III salgilama

sisteminin bazal govde cubugu bileseni tarafindan aktive edilebilmektedir.
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NLRC4’teki bir mutasyonun flagellin veya bazal gévde cubugu bileseni aracili
stimiilasyonun yoklugunda NLRC4 iltihab1 olusumunu arttirdigin1 géstermektedir.
Mutasyon NOD bolgesinde bulunduguna gore diger NLRC4 monomerlerinin
baglanma afinitesi(ilgisini)  artirarak NLRC4’iin  oligomerizasyonunu
artirabilmektedir. Mutant NLRC4'iin dis kaynakli herhangi bir uyaran olmadan
oligomerizasyonunu, FCAS hastalarinin periferik kan mononiikleer hiicrelerinden
IL-1pB iiretiminin ve bakteri iirliniine yanit olarak kontrol grubundan daha fazla
arttirdigr saptanmustir. Vahsi tip ve mutant NLRC4 proteinlerinin yapilarinin
karsilastirilmast ile mutant NLRC4 ve ayrica vahsi tip NLRC4 i¢in aktivasyon
mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina yardimei olabildigi 6ne stiriilmiistiir. NLRP3
ve NLRC4'teki mutasyonlar muhtemelen farkli molekiiler aglar yoluyla IL-
17A nin tretimine yol agmaktadir. NLRC4 polimorfizmlerinin atopik dermatit ile
iliskili  oldugu bildirilmektedir.Otoinflamatuar  sendromlu hastalarda ve
enflamatuar bozuklugu olan hastalarda NLRC4 genotipleri — fenotipleri iliskisini
karakterize etmek dnemlidir (Akiko Kitamura et al., 2014).Diisiik NLRC4 protein
ekspresyonuna ragmen T337S hiicrelerinde artmis spontan kaspaz-1 boliinmesi
Ol¢lilmiistlir. T337S hiicrelerinden tiiretilen makrofajlar IL-1B"nin salgilanmasini
gostermistir (Scott W Canna et al., 2014).NLR proteinleri toplanma egiliminde
olan saflastirilmasi zor olan nispeten ¢ok domenli proteinlerdir. CARD domeninin
kaldirilmast kristallesmeye izin vermek icin kritik oldugu kanitlanmistir.
NLRC4'lin otomatik olarak inhibe edilmis yapist apoptozu diizenleyen NBD
igeren protein olan Apaf-1‘ininhibe edilmis yapilarina benzemektedir.
NLRC4'lin otomatik inhibisyonu kompakt bir iiciinciil katlamay1 stabilize eden
alan-i¢ci  temaslar1 icermektedir. NBD ile HD2 ve LRR domenleriarasindaki
domen - i¢i temaslarin kapali ve aktif olmayan bir konformasyonu stabilize
etmektedir. NLRC4’ten bagska NAIP proteinlerinin hicbiri icin kristal yap1
bildirilmemistir (EVance et al., 2015).

Bu ¢aligmada NLRP12 geninde 10 mutasyon, PLCG2 geninde 9 mutasyon
ve NLRC4geninde ise 6 mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin hepsi farkli
mutasyonla iliskili olup INFEVERS, PolyPhen2 veritabaninda bildirilen verilere
benzemektedir.


https://www.nature.com/articles/ng.3089#auth-1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952791515000114#!
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Saptadigimiz mutasyon ve lokasyonu genotip ve fenotip iliskileri,
Otoinflamatuar hastaliginin tanisinda ve danismanhiginda NLRP12, PLCG2 ve
NLRC4 gen testinin faydasii belgelemekte olup bu mutasyonlar hakkinda ayri

ayrilikta veriler sunmaktadir.

PCRO,2 ml ince duvarli PCR strip tiiplerinde (Axygen Scientific,Inc., CA),
25 pl reaksiyon karisiminda Veriti Gradiyentli PCR System ( PE Applied
Biosystems, Foster City,CA) 1ul genomik DNA soliisyonu, Invitrogen Platinyum
Enhancer Buffer (15 mmol/l Tris-HCl,pH 8.0, 50 mmol/l KCI; PE Applied
Biosystems), 1.5 mmol MgCl, , dGTP,dATp,dTTP ve dCTP ( Promega ,
Madison,WI)’nin her birinden 50pumol/l , sense ve antisense primerlerin

herbirinden 5 pmol ve 1.0 U Invitrogen Platinyum Taq Polimeraz kullanilir.

PCR siklusu asagidaki sekilde uygulanmistir: 950C’de 10 dk; 950C°de 30
sn, 560C’de 45 sn ve 720C’de 1 dk uygulamasini 35 siklusu ve 720C’de 7 dk final
uzatma. Amplifikasyon her egzon i¢in farkli boyutlarda PCR firiinleri ile
sonuglanir.Pozitif PCR {irlinlerinin goériintiilenmesi etidyum bromiir ile boyanmis
ve 1xTBE buffer icerisindeki %2.0 agaroz (15x15 cm) jelde elektroforez yapilarak
Dijital Jel Goriintiileme sisteminde yapilir.Pozitif PCR iiriinleri EXO-SAP enzim
karigimi  kullanilarak enzimatik yontemle saflastirilir. Piirtifiye PCR iiriinii
yeniden %2 ‘lik agaroz jel elektroforozunda kontrol edilir. Jelde goriintiilenen
PCR fiiriinleri cycle sequencing PCR islemine tabi tutulur.Bu amagla BigDye
Terminatér (PE Applied Biosystems) Cycle Sequencing PCR kiti (versiyon 3.2)
kullanilir. Once reverse primer kullanilarak PCR islemi asagidaki protokole gore
yapilir. BigDye 8 pl, tek zincir DNA 10 ng, primer 3.2 pmol ve reaksiyon voliimii
deiyonize su ile 20ul’ye tamamlanir. PCR kosullar1 96 0C 10 sn, 50 0C 5 sn, 60
0C 4 dk ve 25 siklus olmakla Veriti Termal Cycler makinesinde yapilir. PCR
sonucu sonrasi iiriin BigDye XT soliisyonu ile karistirilarak ek boyadan arindirilir.
Niileotid dizilimi otomatik ABI 3130 Genetic Analyzer ( PE Applied Biosystems)
sisteminde polimer jel elektroforezi kullanilarak (POP-7) DNA sekanslama
yontemi ile elde edilir. Elde edilen niikleotid dizilimi analizi yapilan genin
dizilimi (NM_144687.3) ile karsilastirilarak Gene Scan bilgisayar programinda

degerlendirilecektir.
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Verilerimiz PCR analiziyle yapilan molekiiler genetik testi Otoinflamatuar
hastaliginin kesin teshisi i¢in dogru ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica
CAPS benzeri klinik 6zelliklere sahip FCAS2,FCAS3,FCAS4 gibi hastaliklarin

ayirt edilmesinde ve genotip/fenotip iliskisinde yarar saglamaktadir.

Bu calismada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastaliklarinin nedensel
genleri olan NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerinin DNA dizisinde, protein
kodlayan eksonlarinda ve biyolojik anlam1 olan intron bolgelerinde saptanan tiim

niikleotit yer degisimlerinin incelenmesinin degerlendirilmesi amaglanmustir.
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8. SONUC

Bu c¢alismada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromlu hastalikla
iliskiliNLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar ¢alisilmistir.

NLRP12 geninde 11 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tiim
niikleotit yer degisimleri saptanmistir. Calismada 2 hastada Thr260Met
mutasyonu ve His304Tyr, Phe402Leu, Argl016* , Gly448Ala, Gly39Val,
Arg352Cys, Arg329GIn net, [le474Phe mutasyonlar1 saptanmistir. Mutasyonlar

NLRP12 geninin 1.ekson, 3.ekson ve 9.eksonunda saptanmistir

PLCG2 geninde 9 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tiim
niikleotit yer degisimleri saptanmistir.Calismada Gly805Asp, Asr798Ser,
Ala776Thr, His257Leu, Tyr482His, Met28Leu, Serll0Asr, lle671Val,
Asr1096Del mutasyonlar1 saptanmigtir. Mutasyonlar PLCG2 geninin 2., 10., 15.,
19., 22., 29., 30. eksonunda saptanmustir.

NLRC4 geninde 5 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tiim
niikleotit yer degisimleri saptanmistir.Caligmada Gly786Val, Arg310*
Alal60Thr, Ala622Val, Ile811Thr, Arg204Hrs mutasyonlar1 saptanmistir.
Mutasyonlar NLRC4 geninin 4.,6. eksonunda saptanmuistir.

Kontrol grubunda hastalikla iligkili NLRP12, PLCG2, NLRC4 geninde

hicbir mutasyona rastlanmamustir.

Sonug olarak tezde saglikli ve otoinflamatuar klinik ve laboratuvar bulgular
olan hastalarda NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 gen analizi yapilarak hastaliklarin
nedensel genetik varyantlari, saptanmis, proteine etkileri ve genotip / fenotip

iliskileri sunulmustur.
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